




























abs   absorption 
Ac   acetyl 
AcOH   acetic acid 
aq.   aqueous 
BMMs   bone marrow-derived macrophages 
br   broad 
Boc   tert-butoxycarbonyl 
BPO   benzoyl peroxide 
tBu  tert-butyl 
C   control beads 
oC    degree Celsius 
CBB    coomassie brilliant blue  
Calcd   calculated value 
conc.   concentrated 
COX   cyclooxygenase 
CsA   cyclosporine A 
Cy   cyclohexyl 
CyOH   cyclohexanol 
CypA   cyclophilin A 
Da   dalton 
DIC   N,N'-diisopropylcarbodiimide 
DMAP   4-(N,N-dimethylamino)pyridine 
DMF   N,N-dimethylformamide 
DMTr   4,4’-dimethoxytriphenylmethyl 
DMSO   dimethyl sulfoxide 
DTT   dithiothreitol 
EDCI   1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
EGFR   epidermal growth factor receptor 
EI   electron ionization 
eq.   equivalent 
ESI   electrospray ionization 
Et   ethyl 
EtOAc   ethyl acetate 
FKBP   FK506 binding protein 
GFN   gerfelin 
GLO1   glyoxalase I 
GPC   gel permeation chromatography 
GST   glutathione S-transferase 
h   hour (s) 
HER-2   human EGFR-related 2 
His   histidine 
HIV   human immunodeficiency virus 
HMBC   heteronuclear multiple bond coherence 
HPLC   high performance liquid chromatography 
HRMS   high resolution mass spectrometry 
HRP   horseradish peroxidase 
Hz   hertz 
i   iso 
IC50   half maximal inhibitory concentration 
IgG   immunoglobulin G 
IPTG   isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 
IR   infrared spectroscopy 
J   coupling constant 
LC   liquid chromatography 
liq.   liquid 
M   molar 
M-CSF   macrophage colony stimulating factor 
Me   methyl 
MeCN   acetonitrile 
M-GFN   methyl gerfelin 
MNCs   multinucleated cells 
MOM   methoxymethyl 
mp.   melting point 
MQ   Milli-Q 
MRTF   myocardin-related transcription factor 
MS   mass spectrometry 
MW   microwave 
NBS   N-bromosuccinimide 
NHS   N-hydroxysuccinimide 
NMR   nuclear magnetic resonance 
NSAIDs   non-steroidal anti-inflammatory drugs 
Nu   nucleophile 
OD   optical density 
ODS   octadecylsilyl 
PBS   phosphate buffered saline 
PDA   photo diode array 
Ph   phenyl 
PhOH   phenol 
ppm   parts per million 
iPr   isopropyl 
PVDF   polyvinylidene difluoride 
quant.   quantitative 
RANKL   receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
RNAi   ribonucleic acid interference 
r.t.   room temperature 
RT   retention time 
SCP2   sterol carrier protein 2 
SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SGTA   small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein A 
SM   small molecule 
SUMO   small ubiquitin-like modifier 
tert   tertiary 
TACC3   transforming acidic coiled-coil-containing protein 3 
TBAF   tetra-n-butylammonium fluoride 
TBAI  tetra-n-butylammonium iodide 
TBS  tert-butyldimethylsilyl 
TBS-T   Tris-buffered saline with Tween 20 
TEG   triethylene glycol 
Tf   trifluoromethanesulfonyl 
TFA   trifluoroacetic acid 
THF   tetrahydrofuran 
TLC   thin layer chromatography 
TMG   TEGylated methyl gerfelin 
TRAP   tartrate-resistant acid phosphatase 
Tris   tris(hydroxymethyl)aminomethane 
Ts   toluenesulfonyl 
UV   ultraviolet 
v/v   volume/volume 
WB   Western blotting 
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ク質探索研究があげられる（Figure 1-2）6．彼らは FK506 より導いた FK506 固定化ビーズを利用す








































































Ehrlich らが開発した梅毒治療薬 salvarsan22 はヒトの細胞には影響を及ぼさず梅毒菌のみを標的と
する世界初の合成化学療法剤，いわゆる magic bullet（魔法の弾丸）として知られている（Figure 1-6）．
なお salvarsan の構造は Ehrlich らが合成した当初，ヒ素-ヒ素の二重結合を有する 2 量体構造として
報告されていたが，2005 年に環状 3 量体や 5 量体を主生成物とする混合物であることが明らかとさ
れている 23．そして salvarsan の開発以降，特定の標的タンパク質のみに作用する薬剤はしばしば
magic bullet と呼ばれるようになった．その magic bullet，いわゆる分子標的薬の創製を目指していく










続けてきている代表的な NSAIDs として indometacin があげられる（Figure 1-7）．Indometacin は，ア














magic shotgun アプローチの創薬研究における有用性も，近年，着目されるようになってきた 19-21．




































を行った（第 2 章）．フォトアフィニティービーズの利用により 3 種の結合タンパク質が同定された








第 2 章 TEG Scanning を用いた破骨細胞分化阻害剤メチルゲルフェリンの多次元的構造活性相関 
 
第 1 節 序論 
 
光親和型小分子固定化法はこれまでにいくつもの生物活性小分子の標的タンパク質探索研究に利
用されてきた 31-38．2008 年の川谷らによる破骨細胞分化阻害剤 methyl gerfelin（1，以下，M-GFN）
の標的タンパク質探索研究もその一例である 31．Gerfelin（2，以下，GFN）は 2003 年に銭谷らによ
って，真菌 Beauveria felina QN22047 株からゲラニルゲラニル二リン酸合成酵素阻害剤として単離さ
れた天然物である 39．川谷らはGFN (2) およびそのC1位メチルエステル体である合成誘導体M-GFN 
(1) が，それぞれ骨髄マクロファージ細胞から破骨細胞への分化を阻害することを明らかにした
（IC50＝61，2.8 M）（Figure 2-1）31．本論文では以後，gerfelin 類の位置番号は報告された単離文献
の位置番号に従い，左の芳香環部を A 環，右の芳香環部を B 環と呼ぶこととする． 
 
 













Figure 2-3 にこれまでに発見された破骨細胞分化阻害剤の例を示した 41-44．これらはいずれも数 
M から数十M の濃度で破骨前駆細胞から破骨細胞への分化を阻害することが確認されている． 
 
 








スのマクロファージ由来細胞株 RAW264 細胞の細胞抽出液を用いて M-GFN の結合タンパク質のプ
ルダウン実験を行った (Figure 2-4)．その結果，シャペロン補因子 SGTA46，解毒代謝酵素 GLO147，
脂質運搬タンパク質 SCP248の 3 種類のタンパク質が主要な M-GFN 結合タンパク質として同定され






 Figure 2-4．M-GFN 固定化ビーズ 
 
 
Figure 2-5．M-GFN 結合タンパク質のプルダウン実験の結果 
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 解毒代謝酵素 GLO1 は細胞内で毒性を示す物質である methylglyoxal の代謝に関与している酵素で
ある（Figure 2-6）47．すなわち，解糖系の副生成物として生じた methylglyoxal と解毒物質 glutathione
から非酵素的に生じた hemithioacetal を GLO1 は S-lactoylglutathione に異性化させる．その後，




Figure 2-6．Methylglyoxal の代謝経路 
 
そして，川谷らにより，M-GFN を処理したマクロファージ細胞では GLO1 の基質である
methylglyoxal の細胞内含有量が増加しており，methylglyoxal をマクロファージ細胞に添加すると破
骨細胞への分化が阻害されることも明らかにされた．以上のように M-GFN が GLO1 の酵素機能を阻
害し，細胞内の methylglyoxal の濃度上昇を引き起こし，これが原因となり破骨細胞への分化阻害が
引き起こされているという M-GFN の作用機序が明らかにされている 31．  
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さらに M-GFN と GLO1 の共結晶の X 線構造解析により，M-GFN の A 環カテコール部分が GLO1
の活性中心である亜鉛に結合することもわかっている (Figure 2-7) 31．  
 
 
Figure 2-7．M-GFN と GLO1 の共結晶の X 線構造解析 
 
以上のように M-GFN による GLO1 阻害に関しては詳細な研究が行われていたが，M-GFN が持つ
他の結合タンパク質 SCP2，SGTA と M-GFN との相互作用解析は十分に行われていなかった．GLO1
阻害剤は古くから知られており，これまでに GLO1 阻害剤の開発研究は精力的に行われている 49-52．





第 2 節 目的 
 
著者は複数の標的分子を持つことが M-GFN の破骨細胞分化阻害活性にどのような影響を持つの
かに興味を持ち，M-GFN と複数の結合タンパク質間の相互作用解析を行った．特に以下の 3 点を明
らかにすることを目的とした． 
 
1．SCP2 および SGTA と M-GFN 間の相互作用解析  
SCP2 と SGTA がどのように M-GFN と相互作用しているのかを明らかにすることとした（Figure 
2-8）．小分子-結合タンパク質間の結合様式の解明は，その後のさらなる誘導体合成のための有益な
情報を与えてくれる．SGTA や SCP2 が M-GFN の特定の官能基を認識して結合している場合，その









2．GLO1 選択的結合能を有する M-GFN 誘導体の創製 





いる．そのような疾患の治療にも GLO1 選択的阻害剤は利用できる． 
  
 
Figure 2-9．GLO1 選択的結合能を有する M-GFN 誘導体の創製 
 
3．SCP2 および SGTA が M-GFN の破骨細胞分化阻害能に与える二次的効果の解明 
SCP2 や SGTA と M-GFN との結合が M-GFN の破骨細胞分化阻害能に相乗的，もしくは相殺的な
二次的効果があるのかを調べた（Figure 2-10）．前章（Figure 1-8）に示した lapatinib のように複数
の標的分子に結合することが小分子の生物活性に優位に働いている可能性もあるが，逆に SCP2 およ
び SGTA と M-GFN との結合が， M-GFN の破骨細胞分化阻害能に拮抗するような影響を与えてい











第 3 節 Methyl scanning と TEG scanning による構造活性相関研究 
 
M-GFN と各結合タンパク質間の相互作用解析を行うにあたり，酵素ではない SCP2，SGTA と
M-GFN 間の相互作用を解析するための適切な評価系がなかったため，著者は TEG scanning と名付け
た評価法を提案した．まず TEG scanning の参考にした methyl scanning について述べる． 
2005 年に Pirrung らは小分子の活性に重要な（もしくは重要ではない）部位を明らかにするための










Figure 2-11．Methyl scanning の概略図 
 
これに対し著者は，末端にアミノ基を有する tri(ethylene glycol)リンカー（以下，TEG リンカー）
を小分子の各官能基選択的に導入し，TEG 化誘導体を合成する TEG scanning というアプローチを提
案した（Figure 2-12）．本論文では各 TEG 化 M-GFN 誘導体（TEGylated methyl gerfelin derivatives）










の役割を有し，methyl scanning では必要であった誘導体の再合成の工程を経ることなく，各 TMG 化
合物をアフィニティービーズ上に担持した種々の TMG ビーズの作製に利用できる（Figure 2-13）．
そして TMG ビーズを用いた結合タンパク質のプルダウン実験により，M-GFN と結合タンパク質間
の物理的結合能を評価することが可能となる．小分子-結合タンパク質間の結合能を直接検出できる
ため，これまで評価系が確立されていない SCP2，SGTA と M-GFN 間の相互作用解析に利用できる．

















る（Figure 2-15）．川谷らによる M-GFN-GLO1 共結晶の X 線構造解析の結果（Figure 2-7）から M-GFN
のカテコール部分構造の重要性は示されているが，詳細な構造活性相関研究は行われていない．例
えば，M-GFN カテコール部分の両水酸基が無保護である必要があるのかなどの新たな知見が得られ




Figure 2-15．TEG scanning による M-GFN-GLO1 間の構造活性相関研究の概略図
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第 4 節 TMG 化合物の合成計画 
 
第 2 章 第 2 節で述べた目的を達成するため，M-GFN に対して TEG scanning を行うべく，M-GFN
の分子骨格周辺の全ての置換基と官能基，すなわちメチル基，水酸基，エステル部分のそれぞれに
TEG リンカーを導入した TMG 化合物を 6 種（TMG1-6）化学合成することを計画した（Figure 2-16）． 
 
 































































した．2006 年に Islam らは GFN（2）を以下に示した方法で合成している（Schme 2-1）57．すなわち，
酢酸パラジウムを用いてフェノール 3 とトリフラート 4 をカップリングさせることで GFN 保護体 5
を得，酸性条件化で保護基を脱保護することで GFN（2）を得ている．  
 
 
Scheme 2-1．Islam らによる GFN（2）の合成 
 
著者は本合成経路を参考にして，GFN 保護体 5 を共通中間体とし，M-GFN が有する各極性官能基
に TEG リンカーを導入した TMG1，2，4，5 を合成する計画を立てた（Scheme 2-2）．合成の詳細は
第 5 節第 1 項で述べる． 
 
  
Scheme 2-2．TMG1，2，4，5 の合成計画 
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A 環および B 環に存在する 2 つのメチル基（C3，C13 位メチル基）へは次のように TEG リンカー
導入をした．まず TMG3 は C8 位でのラジカル臭素化により反応の足場を構築することで合成でき
ると考えた 58．しかし M-GFN (1)をそのままラジカル臭素化反応に付すと，2 つのメチル基のうち， 
C3 位メチル基は C13 位メチル基に比べ電子密度が低いため，ラジカルの生成は C15 位で優先する事
が予想された．そこで A 環と B 環をカップリングする前に C8 位に TEG リンカーを導入することを
計画した（Scheme 2-3）．保護体 6 に対し C8 位のラジカル臭素化を行い，生じたベンジルブロミド 7
より，エーテル化反応，A 環部分とのカップリング反応を経て TMG3 を合成することとした．合成
の詳細は第 5 節第 2 項で述べる． 
 
 








し C15 位のラジカル臭素化を行い，得られるベンジルブロミド 10 より TMG6 を合成することとし
た（Scheme 2-4）．はじめエーテル結合で TEG リンカーを導入した 11 の合成を目指したが，11 の合
成は困難であったため C-N 結合で TEG リンカーを導入し，TMG6 を合成することとした．合成の
詳細は第 5 節第 3 項で述べる． 
 
 




第 5 節 TMG 化合物の合成 
 
 前節の合成計画に従って TMG 化合物の合成を行った． 
 
第 1 項 TMG1，2，4，5 の合成 
 
Islam らの報告 57を基に合成した GFN 保護体 5 より TMG1，2，4，5 を合成した． 
まず TMG1 を合成した（Scheme 2-5）．M-GFN 保護体 5 に対し，MeOH と MeONa を用いた加溶
媒分解により C7 位の水酸基のみが無保護のフェノール 12 を得た．生じたフェノール 12 に対して既
知のブロミド 1359を反応させることで望む C7 位水酸基にリンカーが導入されたエーテル 14 を得，
TFA を用いて保護基を脱保護することで TMG1 を得た． 
 
 




次に GFN 保護体 5 より TMG2 を合成した（Scheme 2-6）．GFN 保護体 5 に対し，KOH を用いる
ことでカルボン酸 15 を得た．カルボン酸 15 に対し脱水縮合剤を用いて既知のアミン 1660の縮合を
試みたところ 2 分子のカルボン酸 15 が縮合したエステル 17 が得られてきた．そこでエステル 17 を
加水分解することでアミド 18 とし，保護基を脱保護することで TMG2 を得た． 
 
 
Scheme 2-6．TMG2 の合成 
 
最後に TMG4，5 を合成した（Scheme 2-7）．まずフェノール 12 に対して TFA を用いて保護基を
脱保護することで M-GFN (1) を得た．望む反応点である C10 位および C11 位水酸基は分子内水素結
合をしているC7位水酸基に比べると反応性に富むため無保護のM-GFN (1)を用いても望む位置での
反応が優先すると予想した．実際 M-GFN (1) に対しブロミド 1359を用いると，望みの C10 位および
C11 位水酸基に TEG リンカーが導入されたエーテル 19 および 20 が得られた．それぞれ TFA を用い





Scheme 2-7．TMG4，5 の合成 
 
第 2 項 TMG3 の合成 
 
TMG3 の合成に際し，前節でも述べたように M-GFN が持つ 2 つのメチル基の電子密度の差を考
慮してビアリールエーテル構造構築前に望む C8 位への TEG リンカーの導入を目指した．まずトリ
フラート 4 に対し，MeONa と MeOH を用いた加溶媒分解条件下エステル 21 へと変換し，生じた水
酸基を TBS 基で保護することで TBS 保護体 22 を得た（Scheme 2-8）． 
 
 




 得られたTBS保護体 22に対してNBSを用いたC8位のラジカル臭素化反応を検討した（Table 2-1）．






そこでブロミド 23 およびジブロミド 24 の混合物のまま C8 位への既知のアルコール 2559の導入を
試みた．しかし望まない様々な副成物を与え，望む生成物 26 は得られなかった（Scheme 2-9）． 
 
 
Scheme 2-9．エーテル 26 の合成 
 
そのため TEG リンカーを導入する際の基質を変更した．既知のフェノール 2757に対して NBS を
用いたラジカル臭素化を試みたところ望む C8 位での臭素化は進行せず，芳香族求電子置換反応によ
り生じたジブロモベンゼン 29 などの副生成物を与えるのみであった（Scheme 2-10）． 
0.8 eq.
NBS BPOentry ratio (22 : 23 : 24)
1 1.2 eq. 0.4 eq. 1 : 1 : none
2 2.4 eq.





















































Scheme 2-10．臭素化体 28 の合成 
 
水酸基が無保護であったために芳香族求電子置換反応が優先したと考え， TBS 保護体 30 を同様
の反応条件に付すと予想通り望む C8 位が臭素化されたベンジルブロミド 31 が得られた（Scheme 
2-11）．水酸基を保護したことによる電子的な効果によって求電子置換反応を抑制できたと考えてい
る．得られたベンジルブロミド 31 は完全に精製することが困難であったため粗精製物のまま次の反
応に用いた．ベンジルブロミド 31 に対して C8 位への TEG リンカーの導入を試みたところ得られて




Scheme 2-11．エーテル 32 の合成 























TBS 基が脱保護されたフェノール 28 が主生成物であったことから，アルコキシドが反応する順番
は TBS 基，ラクトンのカルボニル基，ベンジルブロミドの順であると推定された．したがってアル
コール 25 を過剰量用いれば望む C8 位に TEG リンカーが導入された生成物が得られると考えた．実
際にアルコール 25 を過剰量使用する反応条件にベンジルブロミド 31 を付した際に，望む C8 位に
TEG リンカーが導入されたエーテル 34 を得ることができた．エーテル 34 を完全に精製することは




Scheme 2-12．エーテル 8 の合成 
 
得られたエステル 35 に対し，PhNTf2を用いて C5 位水酸基選択的なトリフラート化を行うことで
トリフラート 36 へと変換した後，残った C7 位水酸基を MOM 基で保護した．ここでは C7 位水酸
基が分子内水素結合を形成しているため反応性が低く，選択性が生じたと考えられる．得られた
MOM 保護体 37 をフェノール 3 と酢酸パラジウムを用いてカップリングさせることで TMG3 の保護




Scheme 2-13．TMG3 の合成 
 
第 3 項 TMG6 の合成 
 
前節で計画したようにビアリールエーテル構造を構築した 10 に対して C15 位へ TEG リンカーの








水酸基が無保護の基質に対してラジカル臭素化反応を行うと前項の Scheme 2-10 の結果より，芳
香族求電子置換反応が優先する事が予想されたため TBS 基で M-GFN (1) の水酸基を保護した
（Scheme 2-15）．得られた TBS 保護体 39 に対しラジカル臭素化を試みたところ，望む C15 位の臭
素化が進行したベンジルブロミド 40 が得られた．ベンジルブロミド 40 は完全に精製することは困
難であったため粗精製物のまま次の反応に用いた．しかしベンジルブロミド 40 をエーテル化条件に
付したところ TEG リンカーが導入された化合物 41 は得られず，ビアリールエーテル構造が切断さ
れたフェノール 42 が得られた． 
 
 
Scheme 2-15．エーテル 41 の合成 
 
ビアリールエーテル構造が切断されたフェノール 42 が生成した原因を考察する（Scheme 2-16）．
ビアリールエーテル構造の切断は別の基質を扱っているときにも観測された反応である．M-GFN（1）
は中性条件下，加熱しても安定であるが（Scheme 2-16A），塩基性条件下で加熱するとビアリールエ
ーテル構造の切断が起きたフェノール 42 が得られると現象が確認されていた（Scheme 2-16B）．一
方，TMG4，5 の合成途中（前項 Scheme 2-7），M-GFN（1）を原料に，塩基性条件下，加熱しても







っていると推測した．塩基性条件下，ベンジルブロミド 40 は TBS 基が脱保護された後，溶存酸素
などの影響で o-キノン 44 に酸化され，反応系中の求核剤の作用でエーテル結合の切断が起こり，フ




Scheme 2-16．フェノール 42 が生じた原因の考察と推定反応機構．（A）M-GFN の熱安定性の評価，
（B）M-GFN の塩基に対する安定性の評価，（C）エーテル 19 および 20 の合成，（D）フェノール





ンジルアルコール 47 が単一の化合物として得られた．そこでベンジルアルコール 47 とブロミド 13
を反応させることで望む C15 位への TEG リンカー導入を試みた．しかしエーテル化条件下で得られ
てきたのは，TBS 基が脱保護されたために生成したと考えられる望まない C10 位水酸基にリンカー
分子が導入された化合物 49 のみであった（Scheme 2-17）． 
 
 
Scheme 2-17．エーテル 48 の合成 
 
以上の結果から臭素化反応を行う際の保護基としては TBS 基が適しているものの，TEG リンカー
を導入する際の塩基性条件下，TBS基は不安定であり，不適切であることが示唆された．そこでC10，
11 位水酸基の保護基を，塩基性条件に対して安定なアセトナイドに保護基を変更した．フェノール
12 の C7 位水酸基を TBS 基で保護し，得られた TBS 保護体 50 をラジカル臭素化の条件に付すこと
で望みのベンジルブロミド 51 を得た．得られたベンジルブロミド 51 に対してアルコール 25 の導入





Scheme 2-18．エーテル 52 の合成 
 











2 HCl/MeOH, 0 °C to r.t. to reflux
3 HCl/dioxane, MeOH (1 drop),



















































ーテル結合で M-GFN の C15 位で連結する計画を断念した．合成計画を変更して，C-O 結合より安
定な C-N 結合で TEG リンカーを導入した．すなわち，ベンジルアルコール 47 を MnO2で酸化する
ことでベンズアルデヒド 56 とし，TBAF により脱保護することでフェノール 57 を得，アミン 58 と
還元的アミノ化反応を行うことで TMG6 を得た（Scheme 2-19）． 
 
 




第 6 節 TMG ビーズの作製 
 









BIO-RAD 製 Affi-Gel® 10 Gel (NHS 担持量：15-20 nmol/μL) (以下，Affi-Gel)を選択した． TMG 化合
物が有するアミノ基と Affi-Gel 上の NHS エステルの縮合反応を行った後，未反応の NHS エステル
をエタノールアミンでブロッキングすることで TMG ビーズを作製した（Scheme 2-20）．ビーズ 1 μL
に対する TMG 化合物の導入量は次に示す手法により 3.69±0.11 nmol/μL と求めた． 
  
 
Scheme 2-20．TMG ビーズの作製 
 
 ビーズ上への化合物導入量は DMTr 基を有するアミン 59 を用いて概算している（Scheme 2-21）61．
すなわち，DMTr 基を有するアミンを導入したビーズに 30% 過塩素酸水溶液を加え，得られた上清
の 498 nm における吸光度を測定し，Lambert-Beer の法則から溶液中のジメトキシトリチルカチオン
の濃度を求め，ビーズ 1 μL に対するリンカー導入量を計算した． 
 
 
Scheme 2-21 ビーズ上への化合物導入量の定量法 




1) Affi-Gel (1 eq.) 
   0.1 M aq. NaHCO3-dioxane (1:1 v/v)
r.t., 2 h
2) Blocked with ethanolamine
r.t., 1 h
TMG beads


















またコントロール実験のために， TEG リンカーを Affi-Gel 上に導入したコントロールビーズの作








第 7 節 TMG ビーズを用いた M-GFN 結合タンパク質の結合能評価 
 
前節で作製した6種のTMGビーズを用いた結合タンパク質のプルダウン実験による結合能の評価
を行うために，まず His タグを付加した組換えタンパク質の発現と精製を行った（本節 第 1 項）．
次に，得られた各 M-GFN 結合タンパク質を用いて TMG ビーズによる M-GFN 結合タンパク質の結
合能の評価を行った（本節 第 2 項）． 最後にマウスの骨髄由来細胞株 RAW264.7 細胞の細胞抽出液
を用いて M-GFN 結合タンパク質のプルダウン実験を行い，M-GFN 結合タンパク質の結合能の評価
を行った（本節 第 3 項）． 
 
第 1 項 組換えタンパク質の発現と精製 
 
 プルダウン実験に使用する His タグ付きの 3 種のタンパク質 SGTA，GLO1，SCP2 それぞれの発現
と精製を行った． 
まず，理化学研究所 長田抗生物質研究室 川谷博士より供与頂いた His-SGTA 発現ベクター，
His-GLO1 発現ベクターおよび His-SCP2 発現ベクター31を導入した大腸菌株 BL21 (DE3) pLysS を用
いて，IPTG 誘導によりそれぞれのタンパク質を過剰発現させた．発現誘導条件は培養温度 37 °C で，
IPTG 濃度，処理時間を変えて検討を行った（Figure 2-18）．Figure 2-18A には SGTA，Figure 2-18B
には GLO1，Figure 2-18C には SCP2 の各誘導条件における発現結果を示した．SGTA は時間依存的
にタンパク質発現量の増加が確認された．GLO1 においては IPTG 濃度を 1 mM で処理時間が 6 時間
の際にタンパク質発現量の減少が見られた．SCP2 においては IPTG 濃度を 1 mM で処理時間が 4 時
間からタンパク質発現量の減少が見られた．以上の結果より，以下の実験では IPTG 濃度 0.1 mM，





Figure 2-18．タンパク質発現条件の最適化．（A）His-SGTA の発現結果，（B）His-GLO1 の発現結果，
（C）His-SCP2 の発現結果 
 
各タンパク質を過剰発現させた大腸菌を溶菌後，市販の GE Healthcare 製 Ni sepharose 6 Fast Flow
カラムに細胞抽出液を吸着させ，imidazole 溶液（20~400 mM）で溶出させることで精製を行った．









第 2 項 TMG ビーズを用いた精製タンパク質のプルダウン実験による結合能の評価 
 
  合成した TMG ビーズの各結合タンパク質に対する結合能の変化を評価するため，TMG ビーズを
用いたタンパク質のプルダウン実験を行った．プルダウン実験の概要は以下に示した（Figure 2-20）．




る．また M-GFN との相互作用が弱い結合タンパク質もこの工程で除かれる．そして，SDS サンプ
ルバッファーを加えた還元条件下で加熱することで結合タンパク質をビーズ上から溶出させ，得ら
れたサンプルを SDS-PAGE で分離後，CBB 染色もしくは WB で検出することで各結合タンパク質は
ゲルもしくはメンブレン上でバンドとして観測された．M-GFN と相互作用が弱い結合タンパク質は
先に述べたように，洗浄操作で洗い落とされるため，最終的に観測されたバンドの濃度が結合タン
パク質と M-GFN の結合能と相関する． 











ル部分がGLO1 と結合していること（第2章 第1節 Figure 2-7）と相関する結果である．特にTMG3
ビーズにおいてはGLO1 に対する結合量の増加が確認されたことから選択的結合能の向上が期待さ
れた．SCP2 に関してはTMG1，2，3，6ビーズで結合が検出されたことから，GLO1との結合と同様

















第 3 項 RAW264.7 細胞抽出液を用いたプルダウン実験による結合能の評価 
 
最後に RAW264.7 細胞抽出液を用いてプルダウン実験を行い，SDS-PAGE 後に WB を行うことで
検出した（Figure 2-23）．RAW264.7 細胞抽出液中に含まれる内在性の SGTA，GLO1 および SCP2 は





検出され，さらに TMG3 ビーズで GLO1 に対する結合量の増加が確認されるという前項で精製タン
パク質を混合してプルダウン実験を行った際の結果と相関するものであった． 
Figure 2-23．TMG ビーズを用いた内在性タンパク質との結合の検出 
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第 8 節 TMG 化合物の GLO1 酵素阻害能の評価 
 
前節で精製した GLO1 を用いて第 5 節で合成した TMG 化合物の in vitro GLO1 酵素阻害能の評価
を行った 56．GLO1 は生体内で methylglyoxal の代謝に関与している（第 2 章 第 1 節 Figure 2-6）．
すなわち methylglyoxal と glutathione から生成する hemithioacetal を GLO1 が S-lactoylglutathione へと
変換する（Figure 2-24）．S-Lactoylglutathione は 240 nm に吸収をもつので阻害剤によって GLO1 の酵
素機能が阻害されると 240 nm における吸光度は減少する．これを利用して，その吸光度の変化率よ
り TMG 化合物および M-GFN（1）の GLO1 酵素阻害能の IC50値を算出した（Figure 2-25）． 
 
 




Figure 2-25．M-GFN（1）および各 TMG 化合物の GLO1 に対する酵素阻害活性（IC50値） 
 
まず今回の誘導体の中で最も高い GLO1 阻害活性を示したのは前節で GLO1 選択的結合能の向上
が示唆された TMG3 であった．また TMG4，5 では酵素阻害活性が見られなかったことからカテコ
ール部分構造の両水酸基がフリーであることの重要性が確認された．これは前節のプルダウン実験







第 9 節 TMG 化合物の破骨細胞分化阻害能の評価 
 
M-GFN（1）および TMG1，3，4 を用いてマウス骨髄マクロファージから破骨細胞への分化阻害
能を理化学研究所の川谷博士に評価して頂いた（Figure 2-26）．阻害能は IC50値として求めた．TMG4 
では 10 M で全く阻害能を示さず，30 M で細胞毒性を示した．一方，M-GFN（1），TMG1，TMG3
の IC50値はそれぞれ 3.1 M，16M，12 M であった． M-GFN（1）と比べ今回合成した TMG1 や
TMG3 は活性の向上は見られなかった．ところで第 2 章 第 7 節の結果より TMG3 が GLO1 選択的
結合能の向上が示唆されている一方で TMG1 ではそのような選択性の向上は確認されていない．す







































TMG3 : 12 M TMG4 : no inhibition at 10M 
(toxic at 30 M)
M-GFN (1) : 3.1M
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第 10 節 小括 
 
TEG Scanning を用いた M-GFN と各結合タンパク質間の相互作用解析の結果を以下にまとめる． 
 
1．SCP2 および SGTA と M-GFN 間の相互作用解析  
SCP2 と SGTA がどのように M-GFN と相互作用しているのかを解析した．その結果，SGTA は
M-GFN の芳香環部分と非特異的に相互作用していること，そして，SCP2 と M-GFN との結合には
M-GFN のカテコール部分がその結合に関与していることがそれぞれ示唆された（Figure 2-27）． 
  
 




2．GLO1 選択的結合能を有する M-GFN 誘導体の創製 
M-GFN の作用分離，特に GLO1 選択的結合能を有する M-GFN 誘導体の創製を目指した．その結
果，今回合成した TMG 化合物のうち TMG3 は GLO1 に対する選択的結合能の向上が示唆され，か




Figure 2-28．GLO1 選択的阻害剤 TMG3  
 
3．SCP2 および SGTA が M-GFN の破骨細胞分化阻害能に与える二次的効果の解明 
SCP2 や SGTA と M-GFN との結合が M-GFN の破骨細胞分化阻害能に相乗的なもしくは相殺的な












第 3 章 光誘起型クマリン形成反応を用いたフォトアフィニティービーズの反応性解析 
 
第 1 節 序論 
 































2010 年に高山らはジアジリンとビーズの間に切断サイトとしてジスルフィドを持った第 2 世代ビ

























応性基ジアジリンを有した NHS エステル 60 を合成した．合成した NHS エステル 60 と基質となる
タンパク質（bait protein）を連結し，基質と相互作用する標的タンパク質（prey protein）を混ぜると，
基質と標的タンパク質が複合体を形成する．ここで 360 nm の光を照射することで生じたジアジリン


















まず Figure 3-6 に示した第 3 世代ビーズを調製することとした．本ビーズはジアジリン基を有し












 著者は計画した第 3 世代ビーズを合成し（本章 第 4 節），得られた第 3 世代ビーズを用いて以下
の 3 点をそれぞれ解析した． 
 
1．第 3 世代ビーズのアフィニティー精製能の評価 
第 3 世代ビーズ上に生物活性小分子を固定化し，第 1 世代ビーズと同様に結合タンパク質のアフ
ィニティー精製に利用できるかを評価した（本章 第 5 節）． 
 
2．小分子固定化第 3 世代ビーズ上からの小分子切り出し反応の解析 
 ビーズ上に固定化した小分子をクマリンラベル化体としてビーズ上から切り出すことが可能であ
るかを解析した．（本章 第 6 節）．  
 
3．第 3 世代ビーズを用いたビーズ上に固定化した小分子固定化量の定量解析 







第 4 節 第 3 世代ビーズの作製 
 
 前節で計画した第 3 世代ビーズの作製を行った． 
まず文献既知の NHS エステル 6068を合成した（Scheme 3-1）．アミド 61 に対してグリニャール試
薬 62 を反応させることでケトン 63 を得，得られたケトン 63 をオキシムに変換した後，TsCl と反応
させることで Ts 化体 64 を得た．得られた Ts 化体 64 に液体アンモニアを反応させることでジアジ
リジン 65 とし，これを MnO2で酸化することでジアジリン 66 を得た．アルデヒド体 67 は，四塩化
チタン, トリフルオロメタンスルホン酸を混合して得られた黄色固体に，ジアジリン 66 と自クロロ
メチルメチルエーテルの混合溶液を加えることにより収率 30％で得られた．この際，望まないアル
デヒドの位置異性体を 63％得ている．続いて，アルデヒド 67 を BBr3と反応させることでフェノー
ル 68 へと変換した後，Wittig 試薬 69 と反応させ，不飽和エステル 70 を得た．得られた不飽和エス
テル 70 を加水分解し，得られたカルボン酸と NHS を脱水縮合することで NHS エステル 60 を得た． 
 
 
Scheme 3-1．NHS エステル 60 の合成 
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次に，得られた NHS エステル 60 とアミン 1660を縮合し，酸性条件下 Boc 基を脱保護してアミン
71 を得た（Scheme 3-2）．得られたアミン 71 をアフィニティービーズ上に導入し，残存した NHS エ
ステルをエタノールアミンでブロッキングすることで第 3 世代ビーズ（72）を作製した．用いるア
フィニティービーズには第1世代ビーズで用いた 17市販のGE Healthcare製NHS-activated sepharose 4 
Fast Flow（NHS 担持量：16-23 nmol/μL）（以下，sepharose beads と表記する）を選択した．なお，
リンカー部分を省略した構造で以下表記する．また，ビーズ上へのジアジリン導入量は第 2 章 第 6
節と同様に DMTr 基を有するアミン 59 61を用いて定量した結果から外挿すると，ビーズ 1 L あたり
4.64 nmol のジアジリンが担持されることになる． 
 
 
Scheme 3-2．第 3 世代ビーズの作製 
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第 1 項 小分子固定化第 3 世代ビーズの作製 
 
まず小分子固定化第 3 世代ビーズの作製を行った．固定化する生物活性小分子には，細胞内標的
分子 CypA がすでに同定されている 70免疫抑制剤 cyclosporine A（以下，CsA）を選択した（Figure 3-7）．
CsA は以前に第 1 世代ビーズのアフィニティー精製能を評価する実験にも利用されている 17．  
 
 
Figure 3-7．Ｃyclosporine A (CsA)の構造 
 
以前に報告されている小分子固定化第 1 世代ビーズの作製法 17に従って CsA を第 3 世代ビーズ上
に固定化した（Figure 3-8）．すなわち MeOH に溶解した CsA を第 3 世代ビーズと混合し，溶媒を減
圧留去した．CsA とビーズを混和した状態で 365 nm の光を照射し，CsA をビーズ上に固定化し，固
定化されなかった CsA は洗浄操作により除去することで CsA 固定化第 3 世代ビーズを作製した．な






























Figure 3-8．CsA 固定化第 3 世代ビーズの作製 
 
第 2 項 小分子固定化第 3 世代ビーズを用いた結合タンパク質のアフィニティー精製 
 
前項で作製したCsA固定化第3世代ビーズの結合タンパク質のアフィニティー精製能を評価した．
第 3 世代ビーズは第 1 世代ビーズと違い水酸基やオレフィンを有するため，この構造の違いが生物
活性小分子の結合タンパク質のアフィニティー精製能に影響を与えるかを調べる目的で，文献に報








ヒト白血病 T 細胞株 Jurkat 細胞の細胞抽出液と第 1 世代，第 3 世代の各ビーズを混和し，ビーズ
に結合したタンパク質を SDS-PAGE で分離後，CBB 染色で可視化した（Figure 3-10）．その結果，
レーン 3 と 5 の 20kDa 以下の領域に，コントロールビーズのレーン（レーン 2 と 4）には検出され
なかったバンドがほぼ同程度の濃度で確認された．したがって，第 3 世代ビーズは第 1 世代と同程
度の感度で CsA の結合タンパク質である CypA を細胞抽出液中から検出できることが示された． 
 
 





第 6 節 小分子固定化第 3 世代ビーズからの固定化小分子の切り出しと UV 吸収の検出 
 
第 3 世代ビーズ上に小分子を固定化した後にビーズ上から小分子の切り出しが可能であるかを調
べ，切り出した小分子がクマリンでラベル化されているかを UV 吸収スペクトルから確認した． 
 
前節で作製した CsA 固定化第 3 世代ビーズ上から化合物の切り出しが可能であるかを調べた
（Figure 3-11）．MeOH 溶液中で CsA 固定化第 3 世代ビーズに 302 nm の UV の照射を行い，光照射
後のMeOH溶液のUV吸収を測定すると，第 1世代ビーズを光照射したときには観測されない 298 nm
に極大を有する UV 吸収が観測された（Figure 3-12）． 
 
 
Figure 3-11．ビーズ上からの固定化 CsA の切り出し反応 
  
 




298 nm に極大を有する UV 吸収が第 3 節で計画した通りにクマリン化合物由来であるかを確かめ
るため，基準物質を合成し，その UV 吸収スペクトルの比較を行った．MeOH 溶液中，NHS エステ
ル 60 に 302 nm の UV を照射したところ，MeOH の付加とクマリン構造の形成が一挙に進行した
MeOH 付加体 73 が得られた（Scheme 3-3）．得られた MeOH 付加体 73 の UV 吸収スペクトルを測定
したところ 298 nm に極大吸収をもつ Figure 3-12 と同様のスペクトルが観測された（Figure 3-13）．




Scheme3-3．MeOH 付加体 73 の合成 
 
 




第 7 節 小分子固定化第 3 世代ビーズを用いた固定化小分子の定量解析 
 
 初めに定量解析の実験操作の概要を示した（本節 第 1 項）．次に定量解析に必要な検量線の作製
を行った（本節 第 2 項）．得られた検量線の使用により，第 3 世代ビーズを用いた CyOH 固定化量
の定量解析を行い，小分子固定化条件ならびに小分子切り出し条件を最適化した（本節 第 3 項）．
最後に CyOH 以外に 9 種の小分子の固定化量を定量化し，用いる小分子の違いによる小分子固定化




第 1 項 定量解析実験の概要 
 
実験操作の概要を Figure 3-14 に示した．まず小分子を MeOH に溶解させ，ビーズと小分子を混合
した後，溶媒を減圧留去し，高真空下乾燥した．続いて，無溶媒条件下でビーズに 365 nm の光を照
射することで，ビーズ上のジアジリン由来カルベンを近傍の小分子とクロスリンクさせた．最後に
ビーズに結合しなかった小分子を洗浄操作で除くことで小分子固定化第 3 世代ビーズを作製した．
続いて，CD3OD 中で 302 nm の光照射下，固定化した小分子の切出し実験を行い，得られたクマリ
ンラベル化サンプルを HPLC で分離後，MS および UV で検出した．ここで CD3OD を用いた理由は
後述する．検出されたクマリン由来のUVクロマトグラムは様々な生成物の混合物として得られた．






Figure 3-14．定量解析の概略図  
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第 2 項 複数の基準化合物の合成と検量線の作製 
 
まず，クマリン分子が定量解析のための目印として機能するか，すなわち固定化する小分子の種













まず PhOH 付加体 74 の合成を行った．既知のアルデヒド 6868とメチルメルドラム酸 7774を反応さ
せることでクマリン 78 を得 75，得られたクマリン 78 に対して PhOH 溶媒中で MW を照射すること
で望む PhOH 付加体 74 を 16％の収率で得た．この際，2 種類の位置異性体 79 および 80 も得られた
（Scheme 3-4）．これらの位置異性体の構造は 1H-NMR の情報から決定した． 
 
Scheme 3-4．PhOH 付加体 75 の合成 
 
続いて Et2NH 付加体 75 の合成を行った．NHS エステル 60 に対して Et2NH 中で 302 nm の UV を
照射すると，ジアジリン由来のカルベンが Et2NH と反応し，さらにオレフィンが異性化することで
クマリン構造の形成が進行した Et2NH 付加体 75 が得られた（Scheme 3-5）． 
 
 
Scheme 3-5．Et2NH 付加体 76 の合成 
 
最後に C12H25SH 付加体 76 の合成を行った．C12H25SH 中，クマリン 78 に対して 365 nm の UV を
照射することで C12H25SH 付加体 77 を得た（Scheme 3-6）．C12H25SH 付加体 76 の収率が低いのは，
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Scheme 3-6．C12H25SH 付加体 76 の合成 
 
次に，クマリン化合物の量と UV 吸収強度の相関を調べるため，UV 検出器を装備した LC/MS を
用いて，先に合成した 4 種の基準化合物 73-76 を分析した．MeOH 付加体 73 を分析した結果を以下
に示した（Figure 3-16）．化合物の分子量を表す XIC の情報から，UV クロマトグラムで検出された
UV ピークを有する化合物の分子量が分かる．そして，298 nm の UV 吸収を検出した UV クロマト
グラムで観測された UVピークのエリア面積と化合物量は正の相関（相関係数 R2 = 0.999）を示した． 
  
Figure 3-16．MeOH 付加体 73 の LC/MS 分析の結果 
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さらにその直線の傾きは Figure 3-17 に示すようにクマリンに結合する分子の種類に依存しないこ









第 3 項 第 3 世代ビーズを用いた CyOH 固定化量の定量解析 
 
 まず，CyOH を第 3 世代ビーズ上に固定化し，その固定化量の定量解析を行った．CyOH は単純な
構造を有しているがビーズ上で多様な位置での付加生成物が生じる可能性があり，光親和型小分子
固定化法による多様な位置でのクロスリンク反応を評価するのに適した小分子であると考え，定量
解析に用いた（Figure 3-18）．特に CyOH は水酸基を有しているため，O-H 付加生成物と C-H 付加生
成物が生じることが期待される．C-C 結合へのカルベンの挿入反応は，ひずみを持った反応性の高
い C-C 結合と求電子性の高いカルベンとの間でのみ生じる反応であるため今回の系では生成しない










ンプルを LC で分離後，298 nm の UV 吸収を検出すると Figure 3-19A に示した UV クロマトグラム
が得られた．複数の UV ピークが観察されたことから，第 3 世代ビーズ上で多様な生成物が発生し
ていることが示された．そこで， Figure 3-19B-F に示した XIC の MS 情報から各 UV ピークを与え
る化合物がどのようなタイプの分子であるかを分類した．分類した結果を以下に述べる． 
望む CyOH 付加生成物に関しては Figure 3-19B のように複数の構造異性体が観測された．逆相
HPLC で分析したため，保持時間の最も長い 37 分に溶出されたピークが最も極性の低い O-H 付加生
成物 P1 だと推測された．O-H 付加生成物は別途化学合成し，保持時間を比較することで構造を決定
した．また， P1以外のCyOH付加生成物はC-H付加体であると考えられるため Figure 3-19Bの 23-30
分に溶出された複数のピークは CyOH の C-H 付加生成物由来であると推定した．C-H 付加生成物に
ついては基準物質の化学合成は行っていない． 
一方，望む CyOH 付加生成物以外にも Figure 3-19C-F の XIC が示すように複数の副生成物が生じ
ていた．水付加生成物 P2（Figure 3-19C），還元体 P3（Figure 3-19D），2 種類の MeOH 付加生成物
P4，P5（Figure 3-19E），CD3OD 付加生成物 P6（Figure 3-19F）が主な副生成物であった．また Figure 
3-19D においては還元体 P3 以外に MS ピークが観測された．これらは固定化に用いた小分子の種類
に応じて検出される保持時間や強度が異なり，還元体 P3 以外の他の生成物由来のフラグメントイオ
ンであると考えられる．Figure 3-19E の 2 種類の MeOH 付加生成物 P4，P5 は CyOH 付加生成物の
場合と同様に保持時間が長い 27 分に溶出されたピークが極性の低い O-H 付加生成物 P5 であり，20.5
分に溶出されたピークが極性の高い C-H 付加生成物 P4 であると推測した．さらに O-H 付加生成物
P5 は前節で合成した MeOH 付加体 74 を基準物質として保持時間を比較することで同定した． 
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Figure 3-19．CyOH 固定化第 3 世代ビーズから切り出したクマリン化合物の LC/MS 解析（A）298 
nm における UV クロマトグラム，（B）CyOH 付加生成物の分子量を検出した XIC ，（C）水付加生
成物 P2 の分子量を検出した XIC ，（D）還元体 P3 の分子量を検出した XIC ，（E）MeOH 付加生成




続いて Figure 3-19A において 27 分に溶出された最も面積の大きい UV ピークに含まれる MeOH
付加生成物 P5 と CD3OD 付加生成物 P6 について考察する．これら 2 種類の副生成物は Figure 3-20
に示した経路で生じたと考えた．まず MeOH 付加生成物 P5 はビーズと CyOH を混合するために使
用した MeOH が残存し，生じたと考えられる．残存した MeOH は 365 nm の UV 照射下，望まない
MeOH の付加反応を引き起こし，その後の 302 nm の UV 照射によりクマリン構造を形成しながら
MeOH 付加生成物 P5 としてビーズ上から遊離する．一方で CD3OD 付加生成物 P6 は 302 nm の UV
照射による小分子切り出し実験時に生じたと考えられる．365 nm の UV 照射下で小分子固定化反応
を行う際に化合物の付加が進行しなかった場合，ビーズ上にはジアジリンおよびジアゾに異性化し
た分子が残存する．続いて CD3OD 中で切り出し実験を行うことで，ビーズ上に残存したジアジリン
およびジアゾに異性化した分子は CD3OD 付加生成物 P6 に変換される．すなわち CD3OD 付加生成
物 P6 を定量化することで間接的に，未反応生成物であるジアジリンおよびジアゾ体 P7 の定量を行
うことができる．さらに Figure 3-19E と Figure 3-19F の MS ピークの面積比から MeOH 付加生成物
P5 と CD3OD 付加生成物 P6 はそれぞれ区別して定量可能であった．以上のように，P5 と P6 を区別
して検出するために，302 nm の光を照射する切り出し実験は CD3OD 中で行っている． 
 
 




Figure 3-19A において観測された各 UV ピークのエリア面積を，前項で作製した検量線を用いて
定量化した．Figure 3-21A に示した反応条件下，CyOH の固定化量を定量すると Figure 3-21B の円グ
ラフのような結果が得られた．円グラフの中心に固定化に用いた小分子の構造を示し，円グラフの
下に検出されたクマリン生成物の構造を示した．100 L の第 3 世代ビーズ上に担持されたジアジリ
ン（464 nmol）のうち７割がクマリン化合物として検出された（323 nmol）（Figure 3-21A）77．その
中で合計 38%が望む CyOH の付加反応に利用されていた（Figure 3-21B）．さらにその内訳は 20%が
CyOH の O-H 付加生成物 P1 であった一方で，18%が多様な位置で反応した CyOH の C-H 付加生成
物であった．この結果はビーズ上でカルベンが反応してできた生成物を定量化した初めての例であ
る．この解析によりジアジリンおよびジアゾ体 P7 のようにジアジリンの約 3 割は小分子の付加反応








 続いて，第 3 世代ビーズへの固定化に用いる小分子量，照射する 365 nm の紫外線照射量，切り出
し時に用いる 302 nm の紫外線照射量をそれぞれ変化させ，切り出したクマリンコンジュゲートの検
出量の変化を調べた． 
 まず，固定化に用いる CyOH 量をビーズ上のジアジリン量に対して 5 当量，50 当量，500 当量と
変化させた（Figure 3-22A, B）．その結果， 50 当量の場合（合計 38%）と比べ，CyOH を 5 当量に
減らした場合は合計 14%と望む CyOH 固定化量の減少が確認された．一方で，500 当量と大過剰量
の CyOH を用いても 50 当量の場合と CyOH 固定化量はほぼ変化しないという結果を得た．したがっ
て以下の実験において用いる小分子の量はビーズ上のジアジリン量に対して 50 当量とした． 
 
 
Figure 3-22．固定化に用いる CyOH 量の最適化 
 
次に小分子固定化反応の際に用いる UV 照射量（365 nm）を 1 J/cm2，4 J/cm2，8 J/cm2，16 J/cm2




照射する 365 nm の UV の量を 4 J/cm2から 8 J/cm2に増加させても CyOH 固定化量は大きく変化しな
かったが 16 J/cm2まで増加させた場合，52％が望む CyOH の付加反応に利用されるという結果を得
た．しかし，照射する 365 nm の UV の量を増やすにしたがって検出されたクマリン化合物の総量の
減少が確認された（4 J/cm2の時：323 nmol，8 J/cm2の時：306 nmol，16 J/cm2の時：255 nmol）．これ
は小分子固定反応と同時にクマリン形成反応が競合してしまい，ビーズ上から生成物が解離してし
まったためだと考えられる．したがって，照射する 365 nm の UV の量は大きく増加させるべきでは
ないと考え， UV を 4 J/cm2照射する条件を最適条件とした． 
 
 
Figure 3-23．365 nm の UV 照射量の最適化 
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最後に，固定化小分子の切り出し反応の際に照射する 302 nm の UV の量を 10 J/cm2から 30 J/cm2
まで増加させた．10 J/cm2照射するごとに遊離したクマリン化合物の UV 吸収を測定した（Figure 
3-24）．ここでは LC/MS 解析ではなく，切り出した化合物の UV 吸収強度の総量を測定した．その結
果，合計で 20 J/cm2照射した時点で大部分のクマリンが遊離しており，3 度目に 10 J/cm2を照射した








第 4 項 第 3 世代ビーズを用いた小分子固定化量の定量解析 
 






 Figure 3-26 に示した条件下，10 種の小分子の固定化量の定量化を行ったところビーズ上に担持さ











（Figure 3-27A-C）．CyOH の場合（Figure 3-27A）と同様にオクタン酸は約 50%と高い収率，かつ高
い官能基非選択性でビーズ上に固定化された（Figure 3-27B）．一方，2-アダマンタノールの場合，








様な位置および様式でカルベンとの反応が生じることが示された．まず PhOH は先の CyOH やオク
タン酸と同様に合計 52%という高い収率，かつ高い官能基非選択性でビーズ上に固定化された
（Figure 3-28A）．例えば o 位 C-H 挿入体 P11 や p 位 C-H 挿入体 P12 のように Friedel-Crafts 型の反
応により芳香環上の C-H 結合にカルベンが挿入した生成物が観測された 71．また p-メトキシトルエ








（第 3 章 第 1 節 Figure 3-1）31-38．一方，芳香族化合物に対して光親和型小分子固定化法を用いた













ず 1-ドデカンチオールは合計 19.5%と小分子固定化量は低くないものの，S-H 結合と C-H 結合の反
応選択性が 38:1 と S-H 付加生成物 P16 が主生成物であり，S-H 結合選択的に反応するという結果を
得た（Figure 3-29A）．また，先の 2-アダマンタノール（Figure 3-27C）と同様に高い結晶性を持つ，
1-アダマンタンアミン，L-フェニルアラニンメチル，L-グルタミン酸ジエチルは，固定化量の低下が
確認された（Figure 3-29B-D）．さらに 1-ドデカンチオールの時と同様に N-H 結合と C-H 結合の反応







第 8 節 小活 
 
第 3 世代ビーズの開発と第 3 世代ビーズを用いた定量解析の結果を以下にまとめる． 
 
1．第 3 世代ビーズの開発とそのアフィニティー精製能の評価 
まず，光開裂部位を組み込んだ第 3 世代ビーズを開発した（Figure 3-30A）．そして，得られた第
3 世代ビーズ上に生物活性小分子として CsA を固定化し，第 1 世代ビーズと同様に結合タンパク質
のプルダウン実験に利用できることを確認した（Figure 3-30B）．  
  




2．小分子固定化第 3 世代ビーズ上からの小分子切り出し反応の解析と検量線の作製 
小分子固定化第 3 世代ビーズ上からの切出し反応は 302 nm の UV 照射下，良好に進行することを
確認した（Figure 3-31A）．そして，ビーズから切り出された化合物はクマリン構造由来と考えられ
る 298 nm の UV 吸収を有していた（Figure 3-31B）．  
 
Figure 3-31．小分子固定化第 3 世代ビーズ上からの小分子切り出し反応の解析と検量線の作製 
 
3．第 3 世代ビーズを用いたビーズ上に固定化した小分子固定化量の定量解析 
第 3 世代ビーズを利用し，ビーズ上に固定化した 10 種類の小分子の小分子固定化量の定量化にも
成功した（Figure 3-32）．固定化する小分子の物性や官能基に応じてビーズ上への小分子固定化量お
よび固定化の配向性が大きく異なることが示された． 
カルボキシ基や水酸基を有する小分子を用いた場合，ビーズ上のカルベンは C-H 挿入反応と O-H
挿入反応を起こし，それぞれの反応生成物を与える（Figure 3-32A-D）．また，芳香族化合物を用い
た場合，芳香環上での C-H 挿入反応（P11，P12）以外に，ベンジル位での C-H 挿入反応（P13）や
二重結合へ付加反応（P15），二重結合に付加反応が起こったのちの電子環状反応による環拡大生成
物の生成（P14）など多様な位置でカルベンとの反応が生じることが示された（Figure 3-32D-F）． 
一方で，チオール/アミンが有する S-H 結合や N-H 結合は C-H 結合と比べ，選択的にカルベンと
反応してしまうという結果を得た（Figure 3-32G-J）．また，用いる小分子の結晶性が小分子固定化
量に大きな影響を与え，結晶性が高い小分子を用いた場合に小分子固定化量の低下が確認された




Figure 3-32．第 3 世代ビーズを用いたビーズ上に固定化した小分子固定化量の定量解析
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第 4 節 総括 
 
第 2 章 TEG Scanning を用いた破骨細胞分化阻害剤メチルゲルフェリンの多次元的構造活性相関 
 
著者は，光親和型小分子固定化法により生物活性小分子の結合タンパク質を網羅的に同定した後
の応用研究として，TEG scanning と名付けた手法を開発し，破骨細胞分化阻害剤 M-GFN に適用し
た． 
M-GFN は光親和型小分子固定化法の利用により SGTA，GLO1，SCP2 が結合タンパク質として同
定された小分子である．そして，この 3 種類の結合タンパク質のうち，M-GFN による GLO1 の酵素
機能の阻害が M-GFN の破骨細胞分化阻害活性に重要であることも明らかにされていた．しかし，
SGTA および SCP2 と M-GFN の結合が M-GFN の破骨細胞分化阻害活性にどのような影響力を持つ
のかは明らかにされていなかった．そこで著者は，複数の結合タンパク質を有することが M-GFN の
破骨細胞分化阻害活性にどのような影響を持つのかに興味を持ち，小分子と複数の結合タンパク質
間の詳細な相互作用解析を行った．特に，M-GFN の生物活性に重要な GLO1 選択的に結合し阻害す
る誘導体の創製を目指した．その際，SGTA および SCP2 と M-GFN 間の相互作用を解析するための
適切な評価系がなかったため，TEG scanning と名付けた評価法を新たに開発した．  
TEG scanning とは末端にアミノ基を有する tri(ethylene glycol)リンカー（TEG リンカー）を小分子
の各官能基に導入した TEG 化誘導体群を合成し，小分子の構造活性相関研究を行うアプローチであ
る（Figure 4-1）．Figure 4-1 には TEG scanning を M-GFN に適用した例を表記した． 
 
 












Figure 4-2．合成した TMG1-6 の構造 
 
次に，合成した TMG1-6 をそれぞれアフィニティービーズ上に導入した 6 種類の TMG ビーズを
調製し，これらを用いて各 M-GFN 結合タンパク質と相互作用解析を行った．その結果，SGTA は
M-GFN の芳香環部分と非特異的に相互作用していること， SCP2 と M-GFN との結合には M-GFN
のカテコール部分が関与していることがそれぞれ示唆された．一方，TMG3 ビーズにおいて GLO1
との選択的結合が確認され，GLO1 選択的結合能の向上が示唆された．また，GLO1 酵素阻害アッセ
イの結果，TMG3 は GLO1 酵素阻害能を保持しており，これらは TMG3 が GLO1 選択的に結合し阻
害する誘導体であることを示す結果である．これまでに GLO1 阻害剤の多くが抗腫瘍作用を持つこ
とが報告されているため，TMG3 は GLO1 選択的阻害剤として抗がん剤のリード化合物としての利
用も期待できる．特に，リンカー末端のアミノ基は，がん細胞特異的に発現している抗原の抗体と




結果，GLO1 選択的結合能の向上が認められた TMG3 が，GLO1 選択性の低い TMG1 とほぼ同程度
の破骨細胞分化阻害活性を示した．したがって，SGTA および SCP2 と M-GFN との結合は破骨細胞
分化阻害能に直接的な影響を与えていないという結論を得た． 
























Figure 4-3．第 3 世代ビーズを用いた固定化小分子の定量解析 
 







ビーズ上のカルベンは C-H 挿入反応と O-H 挿入反応を起こし，それぞれの反応生成物を与えること
がわかり，ビーズ上で官能基非選択的な固定化が実際に起こっていることの証明と定量化に初めて
成功した．そして，芳香族化合物を用いた場合，多様な位置および様式でカルベンとの反応が生じ










General Procedure  
 
All reactions were carried out under an argon atmosphere with dehydrated solvents under anhydrous 
conditions, unless otherwise noted. THF and dichloromethane (anhydrous; Kanto Chemical Co. Inc.) were 
used as received. All other solvents were dried and distilled by standard procedures. Reagents were obtained 
from commercial suppliers and used without further purification, unless otherwise noted. Reactions were 
monitored by TLC carried out on silica gel plates (Merck Kieselgel 60 F254) or NH-silica gel plates (Fuji 
Silysia Chemical Co., Ltd.). Column chromatography was performed on Silica gel 60N (spherical, neutral, 
63-210 μm; Kanto Chemical Co. Inc.) or flash column chromatography was performed on Silica gel 60N 
(spherical, neutral, 40-50 μm; Kanto Chemical Co. Inc.) or Chromatorex®-NH  (NH2-coated silica gel, 
100-200 mesh; Fuji Silysia Chemical Co., Ltd.). GPC was performed on a JAI LC-908 equipped with 
JAIGEL-2H using CHCl3 as an eluent.All melting points were determined with Yazawa Micro Melting Point 
BY-2 and were uncorrected. IR spectra were recorded on a JASCO FT/IR-410 Fourier Transform Infrared 
Spectrophotometer. 1H-NMR (400 and 600 MHz) and 13C-NMR spectra (100 and 150 MHz) were recorded on 
JEOL JNM-AL-400 and JEOL JNM-ECA-600 spectrometers, respectively. For 1H-NMR spectra, chemical 
shifts (δ) are given from TMS (0.00 ppm) or CHCl3 (7.26 ppm) in CDCl3, or CHD2OD (3.31 ppm) in CD3OD 
as internal standards. For 13C-NMR spectra, chemical shifts (δ) are given from CDCl3 (77.0 ppm) or CD3OD 
(49.0 ppm) as internal standards. For 19F-NMR spectra, chemical shifts (δ) are given from PhF (113.2 ppm) as 
internal standards. The following abbreviations were used to explain the multiplicities: s = singlet, d = doublet, 
t = triplet, q = quartet, m = multiplet, br = broad. Mass spectra were recorded on JEOL JMS-DX303, JEOL 
JNM-AL500, JEOL JMS-700 and a Thermo Scientific ExactiveTM Mass Spectrometer. UV-Vis spectra and 
Fluorescent spectra were recorded on a BioTek Synergy Mx Monochromator-Based Multi-Mode Microplate 
Reader. Chromatographic analyses were carried out using a Thermo Scientific ExactiveTM Mass Spectrometer 
equipped with an ESI source, AccelaTM PDA Detector, AccelaTM Autosampler and AccelaTM Pump. An 
Inertsil® ODS-3 column (4.6×250 mm i.d., 3 μm; GL Sciences Inc.) was used. Data analyses were performed 
using XcaliburTM 2.1 software. UV irradiation were performed by using a CL-1000 ultraviolet cross-linker 
(UVP Inc.) equipped with appropriate light tubes (365 or 302 nm). Microwave irradiation was performed by 






Methyl 2-hydroxy-6-methyl-4-(2,2,6-trimethylbenzo-[1,3]-dioxol-4-yloxy)benzoate (12) 
To a solution of gerfein diacetonide (5)57 (1.17 g, 3.16 mmol) in MeOH (32 mL) was added MeONa (683 mg, 
12.6 mmol) at room temperature. After being stirred at room temperature for 10 h, the reaction mixture was 
added saturated aqueous NH4Cl (32 mL), concentrated under reduced pressure. The residue extracted with 
EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, and concentrated under 
reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/9) to 
give ester 10 (1.05 g, 3.05 mmol, 97%) as a colorless oil.  
12: IR (neat): 3419, 1729 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.6 (s, 1H), 6.46 (s,1H), 6.40 (d, J = 2.8 Hz, 
1H), 6.38 (s, 1H), 6.32 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 2.50 (s, 3H), 2.24 (s, 3H), 1.65 (s, 6H); 13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ171.8, 165.1, 161.7, 149.2, 143.3, 136.1, 136.0, 131.6, 119.0, 114.8, 111.8, 106.6, 106.5, 
101.7, 51.7, 25.5, 24.1, 21.0; HRMS (EI): calcd for C19H20O6 (M+): 344.1260, found: 344.1232. 
 
Methyl 2-{2-[2-(2-tert-butoxycarbonylaminoethoxy)ethoxy]ethoxy}-6-methyl-4-(2,2,6-trimethyl 
benzo-[1,3] dioxol-4-yloxy)benzoate (14) 
To a solution of ester 10 (88.0 mg, 0.256 mmol) in MeCN (2.1 mL) were added bromide 1359 (66.5 mg, 
0.213 mmol) and K2CO3 (162 mg, 1.17 mmol) at room temperature. After being stirred at reflux temperature 
for 13.5 h, the reaction mixture was filtered through a pad of Celite®. The filtrate was concentrated under 
reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/2 to 1/1) 
to give ether 14 (122 mg, 0.212 mmol, 100%) as a yellow oil.   
14: IR (neat): 3383, 1715 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.45 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 1.2 Hz, 
1H), 6.39 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.32 (d, J=1.2 Hz, 1H), 5.04 (br s, 1H), 4.08 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 
3.81 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 3.53 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.31 (br q, J 
= 4.8 Hz, 2H), 2.24 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 1.66 (s, 6H), 1.44 (s, 9H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 168.2, 
















70.3, 69.4, 68.8, 52.0, 40.4, 28.4, 25.8, 21.3, 19.7; HRMS (EI): calcd for C30H41O10N (M+): 575.2730, found: 
575.2753. 
 
Methyl 2-{2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethoxy}-4-(2,3-di-hydroxy-5-methylphenoxy)-6-methyl benzoate 
(TMG1) 
To a mixture of ether 14 (36 mg, 62.5μmol) in H2O (0.25 mL) was added TFA (1.25 mL) at 0 °C. After 
being stirred at room temperature for 1 h, the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The 
residue was purified by silica gel column chromatography (MeOH/CHCl3 = 1/9) to give TMG1 (27.2 mg, 
62.5μmol, 100%) as a yellow solid. 
TMG1: mp. 43-44 °C; IR (neat): 3359, 3186, 1722 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.75 (d, J = 1.6 Hz, 
1H), 6.57 (s, 1H), 6.28 (s, 1H), 6.24 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 5.75-5.40 (br s, 4H), 4.21 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.87 (s, 
3H), 3.76 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.63 (t, J = 4.0 Hz, 2H), 3.53 (t, J = 4.0 Hz, 2H), 3.45 (s, 2H), 2.78 (s, 2H), 2.19 
(s, 6H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 168.7, 159.7, 158.1, 147.4, 142.4, 138.0, 135.2, 128.7, 118.4, 112.9, 
112.0, 109.8, 101.2, 71.1, 70.6, 70.4, 70.4, 69.7, 52.0, 40.6, 20.8, 19.7; HRMS (EI): calcd for C22H29O8N 
(M+): 435.1893, found: 435.1881. 
 
2-Hydroxy-6-methyl-4-(2,2,6-trimethylbenzo[1,3]dioxol-4-yloxy)benzoic acid (15) 
To a solution of gerfein diacetonide (5)57 (37 mg, 0.10 mmol) in THF (2 mL) was added KOH (28 mg, 0.50 
mmol) in H2O (2 mL) at room temperature. After being stirred at reflux tempareture for 6 h, the reaction 
mixture was acidified with 10% HCl to pH 6, extracted with EtOAc. The combined organic layers were 
washed with brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
silica gel column chromatography (MeOH/CHCl3 = 1/9) to give benzoic acid 15 (33.1 mg, 0.100 mmol, 
100%) as a white solid.  
15: mp. 149-151 °C; IR (neat): 3052, 1637 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.48 (d, J = 0.4 Hz, 1H), 6.43 
(d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 0.4 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 2.58 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 1.66 (s, 6H); 
















106.7, 101.8, 29.7, 25.7, 24.2, 21.2; HRMS (EI): calcd for C18H18O6 (M+): 330.1103, found: 330.1106. 
 
2-Hydroxy-6-methyl-4-(2,2,6-triMethylbenzo[1,3]dioxol-4-yloxy)benzoic acid 2-{2-[2-(2-tert- 
butoxycarbonylaminoethoxy)ethoxy]ethylcarbamoyl}-3-methyl-5-(2,2,6-trimethylbenzo[1,3]dioxol-4-yl-
oxy)phenyl ester (17) 
To a solution of benzoic acid 15 (23 mg, 69.6 μmol) in CH2Cl2 (0.7 mL) were added amine 1660 (5.8 mg, 
23.0 μmol), EDCI (13.3 mg, 69.6 μmol) and DMAP (0.85 mg, 6.96 μmol) at room temperature. After being 
stirred at room temperature for 24 h, the reaction mixture was acidified with 1 M HCl to pH 3, concentrated 
under reduced pressure. The residue was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed 
with brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel 
column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/2 to 1/0) to give ester 17 (11.1 mg, 12.7 μmol, 55%) as a 
colorless oil. 
17: IR (neat): 3435, 1644 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.2 (s, 1H), 6.80 (s,1H), 6.56 (s, 1H), 6.48 (s, 
1H), 6.45 (s, 2H), 6.38 (s, 2H), 6.34 (s, 1H), 4.98 (br s, 1H), 3.57-3.44 (m, 6H), 3.41 (br s, 4H), 3.25 (br q, J = 
4.4 Hz, 2H), 2.57 (s, 3H), 2.37 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 2.25 (s, 3H), 1.66 (s, 6H), 1.65 (s, 6H), 1.41 (s, 9H); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 170.4, 166.3, 165.8, 162.7, 158.0, 155.9, 149.3, 149.3, 147.4, 144.4, 138.5, 
136.7, 136.2, 135.8, 135.8, 131.9, 131.9, 125.4, 119.2, 119.2, 116.5, 114.8, 114.2, 112.4, 108.4, 106.8, 106.3, 
105.6, 102.0, 79.2, 70.2, 70.2, 70.0, 69.6, 40.2, 39.4, 28.3, 25.7, 24.5, 21.2, 19.4; HRMS (FAB): calcd for 
































(1 mL) at room temperature. After being stirred at 50 °C for 1 h, the reaction mixture was acidified with 1 M 
HCl to pH 3, extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, 
and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(MeOH/CHCl3 = 1/50) to give amide 18 (20.7 mg, 36.9 μmol, 95%) as a colorless oil.  
18: IR (neat): 3343, 1712 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ11.7 (br s, 1H), 6.55 (br s, 1H), 6.45 (s, 1H), 
6.39 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.36 (br s, 2H), 4.93 (br s, 1H), 3.68 (s, 4H), 3.63 (br s, 2H), 3.63 (br q, J = 4.8 Hz, 
2H), 3.53 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.30 (br q, J = 4.0 Hz, 2H), 2.51 (s, 3H), 2.24 (s, 3H), 1.66 (s, 6H), 1.43 (s, 9H); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ170.2, 162.7, 160.1, 156.0, 149.3, 137.5, 136.6, 136.1, 131.7, 123.4, 119.0, 
114.6, 111.5, 106.3, 102.7, 79.4, 70.3, 70.2, 70.2, 69.4, 40.3, 39.4, 28.4, 25.7, 22.7, 21.2; HRMS (EI): calcd 
for C29H40O9N2 (M+): 560.2734, found: 560.2730. 
 
N-{2-[2-(2-Aminoethoxy)ethoxy]ethyl}-4-(2,3-dihydroxy-5-methylphenoxy)2-hydroxy-6-methyl- 
benzamide (TMG2)  
To a mixture of amide 18 (6.45 mg, 11.5μmol) in H2O (0.33 mL) was added TFA (1.0 mL) at 0°C. After 
being stirred at room temperature for 3.5 h, the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. 
The residue was purified by silica gel column chromatography (MeOH/CHCl3 = 1/9 to 1/4) to give TMG2 
(4.80 mg, 11.4μmol, 99%) as a red solid. 
TMG2: mp. 90-92 °C; IR (neat): 3065, 1577 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.87 (s, 1H), 6.47 (s, 1H), 
6.25 (s, 1H), 6.22 (s, 2H), 3.62 (s, 2H), 3.64 (s, 4H), 3.54 (m, 4H), 2.84 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 2.28 (s, 3H), 2.14 
(s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 171.6, 161.0, 158.9, 148.1, 144.6, 139.7, 136.4, 129.9, 119.4, 113.8, 
113.5, 110.6, 103.2, 79.4, 71.5, 71.3, 70.6, 41.5, 40.5, 20.9, 20.5; HRMS (EI): calcd for C21H28O7N2 (M+): 
420.1897, found: 420.1890. 
 
Methyl gerfelin (1)  
To a solution of ester 12 (326 mg, 0.946 mmol) in H2O (2 mL) was added TFA (16 mL) at 0 °C. After stirring 
for 3 h at room temperature, the reaction mixture concentrated under reduced pressure. The residue was 



















mg, 0.910mmol, 96%) as a white solid.  
1: mp. 136-137 °C; IR (neat): 3417, 1656 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.7 (s, 1H), 6.62 (d, J = 1.2 
Hz, 1H), 6.40-6.36 (m, 3H), 3.95 (s, 3H), 2.51 (s, 3H), 2.27 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 171.9, 
165.1, 161.6, 145.0, 144.0, 141.3, 133.0, 130.7, 113.1, 113.0, 112.0, 107.4, 102.4, 52.0, 24.3, 20.9; HRMS 
(EI): calcd for C16H16O6 (M+): 304.0947, found : 304.0952. 
 
Methyl 4-(2-{2-[2-(2-tert-butoxycarbonylaminoethoxy)ethoxy]ethoxy}3-hydroxy-5-methyl- 
phenoxy)-2-hydroxy-6-methylbenzoate (19) and methyl 4-(3-{2-[2-(2-tert-butoxycarbonyl- 
aminoethoxy)ethoxy]ethoxy}-2-hydroxy-5-methylphenoxy)-2-hydroxy-6-methylbenzoate (20) 
To a solution of bromide 1359 (14.5 mg, 46.0 μmol) in MeCN (4.6 mL) were added methyl gerfelin (1) (28.0 
mg, 92 μmol), K2CO3 (25.4 mg, 0.184 mmol), NaI (2.1 mg, 13.8 μmol) at room temperature. After being 
stirred at reflux tempareture for 9 h, the reaction mixture was filtered through a pad of Celite®. The filtrate was 
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(EtOAc/Hexane = 1/2) to give carbamate 19 (10.0 mg, 18.7 μmol, 41%) as a yellow oil and carbamate 20 
(2.46 mg, 4.60 μmol, 10%) as a yellow oil.  
19: IR (neat): 3374, 1712, 1656 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.7 (s, 1H), 6.74 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 
6.38 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.93 (br s, 1H), 4.01 (t, J = 4.4 Hz, 
2H), 3.93 (s, 3H), 3.71 (t, J = 3.2 Hz, 2H), 3.67-3.63 (m, 4H), 3.56 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.37 (br q, J = 4.4 Hz, 
2H), 2.49 (s, 3H), 2.24 (s, 3H), 1.46 (s, 9H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 172.0, 165.1, 162.6, 156.4, 150.9, 
147.1, 143.6, 136.4, 135.1, 114.3, 113.9, 111.7, 106.8, 102.1, 79.0, 73.6, 70.8, 70.4, 69.7, 69.7, 51.9, 40.5, 
28.5, 24.3, 21.1; HRMS (EI): calcd for C27H37O10N (M+): 535.2417, found: 535.2429. 
20: IR (neat): 3392, 1713, 1655 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.6 (s,1H), 6.65 (s,1H), 6.57 (s,1H), 
6.41 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.09 (br s, 1H), 4.19 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 3.92 (s, 3H), 3.81 (t, 
J = 4.6 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.62 (t, J = 7 Hz, 2H), 3.49 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.24 (br q, J = 4.8 Hz, 
2H), 2.50 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 1.42 (s, 9H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 172.1, 165.1, 162.7, 156.0, 147.1, 
143.4, 141.1, 137.8, 129.2, 117.1, 113.9, 112.0, 106.4, 101.5, 79.1, 70.7, 70.5, 70.3, 70.0, 69.4, 51.9, 40.3, 
























To a solution of carbamate 19 (15.6 mg, 31.0μmol) in CH2Cl2 (1 mL) was added TFA (2.0 mL) at 0 °C. 
After stirring for 1 h at room temperature, the reaction mixture concentrated under reduced pressure. The 
residue was purified by silica gel column chromatography (MeOH/CHCl3 = 1/20) to give TMG4 (6) (13.5 mg, 
31.0μmol, 100%) as a red solid.  
6: mp. 98-99 °C; IR (neat): 3366, 1718, 1654 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.63 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 
6.36 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 4.02 (t, J = 4.2 Hz, 2H), 3.93 (s, 
3H), 3.69-3.62 (m, 6H), 3.54 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.49 (s, 3H), 2.23 (s, 3H); 13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ 172.0, 165.0, 162.6, 151.5, 147.1, 143.5, 136.3, 134.9, 114.6, 113.5, 111.7, 106.7, 102.0, 





To a solution of carbamate 20 (9.0 mg, 16.8μmol) in CH2Cl2 (1 mL) was added TFA (1 mL) at 0 °C. After 
being stirred at room temperature for 1 h, the reaction mixture concentrated under reduced pressure. The 
residue was purified by silica gel column chromatography (MeOH/CHCl3 = 1/20) to give TMG5 (7.3 mg, 
16.8μmol, 100%) as a red solid.  
TMG5: mp. 39-40 °C; IR (neat): 3363, 1719, 1652 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.55 (d, J = 1.2 Hz, 
1H), 6.50 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 4.15 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.91 
(s, 3H), 3.86 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.67 (s, 4H), 2.81 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.48 (s, 3H), 2.24 (s, 3H); 13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ 172.1, 165.1, 163.1, 148.3, 143.2, 142.2, 138.1, 127.9, 116.1, 112.1, 111.1, 106.1, 101.5, 























Methyl 2-hydroxy-6-methyl-4-trifluoromethanesulfonyloxybenzoate (21) 
To a solution of triflate 457 (34.1 mg, 0.100 mmol) in MeOH (1 mL) was added MeONa (86.4 mg, 1.60 
mmol) at room temperature. After stirring for 3.5 h at room temperature, the reaction mixture was added to 
saturated aqueous NH4Cl (10 mL), concentrated under reduced pressure. The residue extracted with EtOAc. 
The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced 
pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/9) to give ester 
21 (11.7 mg, 0.0372 mmol, 37%) as a yellow oil.  
21: IR (neat): 3445, 1647 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.6 (s, 1H), 6.77 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.64 (d, 
J = 2.4 Hz, 1H), 3.99 (s, 3H), 2.58 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 171.2, 164.4, 152.4, 144.5, 120.2, 
115.5, 112.4, 108.4, 52.6, 24.2; HRMS (EI): calcd for C10H9O6F3S (M+): 314.0072, found : 314.0046. 
 
Methyl 2-(tert-butyldimethylsilanyloxy)-6-methyl-4-trifluoromethanesulfonyloxybenzoate (22) 
To a solution of ester 21 (59.5 mg, 0.189 mmol) in CH2Cl2 (1 mL) was added Et3N (105.2 μL, 0.756 mmol), 
DMAP (2.3 mg, 0.0189 mmol), TBSCl (68.4 mg, 0.454 mmol) at room temperature. After stirring for 2.5 h at 
room temperature, the reaction mixture was added to H2O (5 mL), extracted with CH2Cl2. The combined 
organic layers were dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/4) to give TBS ether 22 (48.1 mg, 0.112 mmol, 59%) as a colorless oil.  
22: IR (neat): 3439, 1738 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.83 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 2.2 Hz, 
1H), 3.88 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 0.97 (s, 9H), 0.24 (s, 6H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 167.5, 153.8, 149.7, 
139.0, 126.9, 120.3, 115.2, 109.7, 52.2, 25.3, 19.5, 18.0, -4.6; HRMS (FAB): calcd for C16H23O6F3SSi 
(M++H): 429.1015, found : 429.1010. 
 
6,8-Dibromo-7-hydroxy-2,2,5-trimethylbenzo[1,3]dioxin-4-one (29) 
To a solution of lactone 2757 (60.5 mg, 0.291 mmol) in CCl4 (2.9 mL) was added NBS (52.3 mg, 0.294 
















was filtered. The filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by preparative 
TLC (EtOAc/Hexane = 1/2 to 1/1) to give bromobenzene 29 (14.0 mg, 0.0385 mmol, 13%) as a white solid.  
29: IR (neat): 1738 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.31 (s, 3H), 1.73 (s, 6H); 13C-NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 167.5, 149.7, 139.0, 126.9, 120.3, 115.2, 109.7, 52.2, 25.3, 21.3; HRMS (EI): calcd for C11H10O4Br2 
(M+): 363.8946, found : 363.8946. 
 
7-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-2,2,5-trimethylbenzo[1,3] dioxin-4-one (30) 
To a solution of phenol 2757 (5.24 g, 25.2 mmol) in CH2Cl2 (50.4 mL) were added imidazole (6.9 g, 100.8 
mmol), DMAP (308 mg, 2.52 mmol), TBSCl (7.6 g, 50.4 mmol) at room temperature. After being stirred at 
room temperature for 2.5 h, the reaction mixture was added to H2O (30 mL), extracted with CH2Cl2. The 
combined organic layers were dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was 
purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/15 to 1/8) to give TBS ether 30 (7.25 g, 
22.5 mmol, 89%) as a white solid.   
30: IR (neat): 1736 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.39 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.25 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 
2.62 (s, 3H), 1.69 (s, 6H), 0.98 (s, 9H), 0.25 (s, 6H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 161.5, 160.5, 158.6, 
145.4, 118.2, 106.0, 105.7, 104.9, 25.7, 25.5, 22.1, 18.2, -4.4; HRMS (EI): calcd for C17H26O4Si (M+): 
322.1600, found: 322.1621. 
 
Methy 2-{2-[2-(2-tert-butoxycarbonylaminoethoxy)ethoxy]ethoxymethyl}-4,6-dihydroxybenzoate (35)  
To a solution of TBS ether 30 (86.7 mg, 0.269 mmol) in CCl4 (2.7 mL) were added NBS (57.5 mg, 0.323 
mmol), BPO (27.4 mg, 0.113 mmol) at room temperature. After being stirred at reflux tempareture for 5 h, the 
reaction mixture was filtered. The filtrate was washed with H2O, dried over MgSO4, and concentrated under 
reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/15) to 
give crude bromide 31 (108 mg) as a colorless oil.  
To a solution of alcohol 2559 (337 mg, 1.35 mmol) in DMF (1 mL) was added NaH (60%, 108 mg, 2.69 mmol) 
at 0 °C. After being stirred at 0 °C for 20 min, the reaction mixture was added dropwise crude bromide 31 
(108 mg) in DMF (1.7 mL). After being stirred at 0 °C for 1 h, the reaction mixture was warmed to room 














aqueous NH4Cl (5 mL), H2O (10 mL), extracted with EtOAc. The combined organic layers were dried over 
MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (EtOAc/Hexane = 2/1) to give crude ether 34 (100 mg) as a colorless oil.  To a solution of 
crude ether 34 (100 mg) in MeOH (16 mL) was added MeONa (84.0 mg, 1.55 mmol) at room temperature. 
After being stirred at 50 °C for 16 h, the reaction mixture was added to saturated aqueous NH4Cl (10 mL), 
concentrated under reduced pressure. The residue extracted with EtOAc. The combined organic layers were 
washed with brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 2/1 to 1/0) to give ester 35 (23.6 mg, 0.0550 mmol, 20% 
for 3 steps) as a colorless oil.  
35: IR (neat): 3334, 1683, 1654 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.6 (s, 1H), 8.11 (br s, 1H), 7.05 (br s, 
1H), 6.35 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.25 (br s, 1H), 4.78 (s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.80-3.60 (m, 8H), 3.34 (br q, J = 4.4 
Hz, 2H), 1.42 (s, 9H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 171.4, 165.6, 162.6, 156.3, 144.4, 106.7, 102.4, 102.0, 
79.5, 71.6, 70.6, 70.5, 70.0, 69.7, 51.8, 40.3, 28.4; HRMS (EI): calcd for C20H31O9N (M+): 429.1999, found: 
429.2006. 
 
Methyl 2-{2-[2-(2-tert-butoxycarbonylaminoethoxy) ethoxy]ethoxymethyl}-6-hydroxy-4-tri- 
fluoromethanesulfonyloxybenzoate (36) 
To a solution of ester 35 (2.68 mg, 7.22μmol) in acetone (144μL) were added K2CO3 (1.49 mg, 10.8μmol), 
PhNTf2 (2.58 mg, 7.22μmol) at 0 °C. After being stirred at 0 °C for 20 min, the reaction mixture was warmed 
to room temperature. After being stirred at room temperature for 8 h, the reaction mixture was filtered. The 
filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by preparative TLC 
(EtOAc/Hexane = 2/1) to give triflate 36 (2.35 mg, 4.67μmol, 65%) as a yellow oil. 
36: IR (neat): 3357, 1714, 1674 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.5 (s, 1H), 7.20 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 
6.85 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.02 (br s, 1H), 4.83 (s, 2H), 3.99 (s, 3H), 3.73 (s, 4H), 3.70-3.61 (m, 4H), 3.55 (t, J 
= 5.2 Hz, 2H), 3.32 (br q, J = 4.4 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 170.4, 164.1, 156.0, 
153.4, 145.6, 118.6 (q, J = 320 Hz), 111.3, 110.2, 109.3, 79.1, 71.3 70.7, 70.6, 70.6, 70.3, 70.2, 52.8, 40.3, 














To a solution of triflate 36 (25.3 mg, 0.0450 mmol) in CH2Cl2 (450μL) were added EtNiPr2 (155μL, 0.900 
mmol), MOMCl (40.8μL, 0.540 mmol) at 0 °C. After being stirred at room temperature for 5 h, the reaction 
mixture was added to H2O (2 mL), extracted with CH2Cl2. The combined organic layers were dried over 
MgSO4, and concentrated under reduced pressure to give MOM ether 37 (27.0 mg, 0.0446 mmol, 99%) as a 
yellow oil. 
37: IR (neat): 3387, 1735, 1711 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.06 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 2.0 
Hz, 1H), 5.19 (s, 2H), 5.02 (br s, 1H), 4.59 (s, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.69-3.59 (m, 8H), 3.54 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 
3.48 (s, 3H), 3.32 (br q, J = 4.4 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 166.4, 155.9, 155.5, 
150.4, 140.1, 118.7 (q, J = 320 Hz), 113.6, 107.9, 95.1, 79.1, 70.6 70.4, 70.2, 70.2, 70.1, 70.9, 56.4, 52.5, 40.3, 




To a solution of MOM ether 37 (26.6 mg, 0.0440 mmol) in toluene (880 μL) were added Pd(OAc)2 (5 mg, 
0.022 mmol), 2-(di-tert-butylphosphino)biphenyl (6.6 mg, 0.022 mmol), phenol 357 (23.8 mg, 0.132 mmol) 
and K3PO4 (56 mg, 0.264 mmol) at room temperature. After being stirred at 95 °C for 18 h, the reaction 
mixture was diluted with Et2O (20 mL), filtered through a pad of Celite®. The filtrate was concentrated under 
reduced pressure. The residue was purified by preparative TLC (EtOAc/Hexane = 3/2) to give biaryl ether 38 
(10.8 mg, 0.0170 mmol, 39%) as an orange oil.  
38: IR (neat): 3372, 1714 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.76 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.67 (d, J = 2.4 Hz, 
1H), 6.44 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 0.8 Hz, 1H),5.12 (s, 2H), 4.53 (s, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.65-3.55 (m, 
8H), 3.52 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.44 (s, 3H), 3.30 (br q, J = 5.6 Hz, 2H), 2.23 (s, 3H), 1.66 (s, 6H), 1.44 (s, 9H); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 167.8, 158.9, 155.9, 156.0, 149.2, 139.1, 137.2, 135.7, 131.7, 119.1, 117.7, 
114.0, 109.7, 106.1, 103.8,  95.0, 90.6, 79.2, 70.9, 70.6, 70.5, 70.3, 69.8, 56.2, 52.2, 40.4, 28.4, 25.7, 21.2; 

















Methyl 2-{2-[2-(2-aminoethoxy) ethoxy]ethoxymethyl}-4-(2,3-dihydroxy-5-methylphenoxy) 
-6-hydroxybenzoate (TMG3) 
A solution of biaryl ether 38 (2.85 mg, 4.46μmol) in 1.25 M HCl/MeOH (1.0 mL) was stirred under reflux 
for 18 h. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel 
column chromatography (MeOH/CHCl3 = 0/1 to 1/4) to give TMG3 (2.0 mg, 4.46μmol, 99%) as an orange 
oil. 
TMG3: IR (neat): 3420, 1655 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.15 (s, 1H), 6.62 (s, 1H), 6.36 (s, 1H), 
6.24 (s, 1H), 4.80 (s, 2H), 3.92 (s, 3H), 3.77-3.60 (m, 8H), 3.54 (br s, 2H), 2.84 (br s, 2H), 2.22 (s, 3H); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 171.2, 165.4, 163.9, 147.7, 144.4, 141.7, 129.2, 113.8, 112.7, 107.5 103.9, 





To a solution of methyl gerfelin (1) (121.7 mg, 0.40 mmol) in DMF (2.0 mL) were added imidazole (327 mg, 
4.80 mmol), DMAP (4.9 mg, 0.040 mmol), TBSCl (362 mg, 2.40 mmol) at room temperature. After being 
stirred at room temperature for 6.5 h, the reaction mixture was added to H2O, extracted with EtOAc. The 
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. 
The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/50) to give TBS ether 39 
(256.0 mg, 0.396 mmol, 99%) as a colorless oil.  
39: IR (neat): 3435, 1733 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.51 (s, 1H), 6.38 (s, 1H), 6.36 (s, 1H), 6.19 (s, 
1H), 3.85 (s, 3H), 2.25 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 1.00 (s, 9H), 0.94 (s, 9H), 0.91 (s, 9H), 0.24 (s, 6H), 0.15 (s, 6H), 
0.14 (s, 6H),; 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 168.7, 158.9, 153.9, 148.3, 147.1, 138.2, 136.9, 130.4, 120.3, 
117.8, 114.5, 111.6, 105.6, 51.8, 26.1, 25.9, 25.5, 20.9, 19.8, 18.6, 18.4, 18.0, -3.8, -4.1, -4.5; HRMS (EI): 


















Methyl 2,4-dihydroxy-6-methyl-benzoate (42)  
To a solution of TBS ether 39 (66.3 mg, 0.102 mmol) in CCl4 (1.0 mL) was added NBS (18.3 mg, 0.103 
mmol), BPO (9.9 mg, 0.0408 mmol) at room temperature. After stirring for 20 h at reflux, the reaction mixture 
was filtered. The filtrate was concentrated under reduced pressure to give crude bromide 40 (84.4 mg) as an 
orange oil. 
To a solution of alcohol 2559 (101.7 mg, 0.408 mmol) in DMF (5.0 mL) was added NaH (60%, 32.6 mg, 0.816 
mmol) at 0 °C. After stirring for 10 min at 0 °C, the reaction mixture was added dropwise crude bromide 40 
(84.4 mg) in DMF (5.2 mL). After stirring for 45 min at 0 °C, the reaction mixture was warmed to room 
temperature. After stirring for 9 h at room temperature, the reaction mixture was added to saturated aqueous 
NH4Cl (5 mL), extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over 
MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (EtOAc/Hexane = 1/2 ) to give ester 42 (7.0 mg, 0.0384 mmol, 38% for 2 steps) as a white 
solid.   
42: mp. 126-128 °C; IR (neat): 3423, 1646 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.7 (s, 1H), 6.28 (d, J = 2.4 
Hz, 1H), 6.23 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.54 (br s, 1H), 3.92 (s, 3H), 2.48 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
172.1, 165.3, 160.3, 144.0, 111.4, 105.7, 101.3, 51.8, 24.2; HRMS (EI): calcd for C9H10O4 (M+): 182.0579, 




To a solution of TBS ether 39 (254 mg, 0.393 mmol) in CCl4 (3.9 mL) were added NBS (70.7 mg, 0.397 
mmol), BPO (38 mg, 0.157 mmol) at room temperature. After being stirred at reflux tempareture for 20 h, the 
reaction mixture was filtered. The filtrate was concentrated under reduced pressure to give crude bromide 40 
(375 mg) as an orange oil. 
To a solution of crude bromide 40 (375 mg) in 1,4-dioxane/H2O (3.9 mL/3.9 mL) was added CaCO3 (393 mg, 
3.93 mmol) at room temperature. After stirring for 12.5 h at reflux, the reaction mixture was extracted with 
EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, and concentrated under 













give alcohol 47 (134.7 mg, 0.203 mmol, 52% for 2 steps) as a yellow oil.  
47: IR (neat): 3433, 1643 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.71 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 2.0 Hz, 
1H), 6.35 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 4.50 (s, 2H), 3.85 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 0.99 (s, 9H), 
0.93 (s, 9H), 0.91 (s, 9H), 0.24 (s, 6H), 0.14 (s, 6H), 0.14 (s, 6H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 168.7, 
158.6, 154.0, 148.8, 147.6, 138.7, 138.3, 133.7, 120.6, 115.6, 112.3, 111.8, 105.9, 64.9, 51.8, 26.1, 25.8, 25.5, 




To a solution of alcohol 47 (34.3 mg, 0.0518 mmol) in DMF (0.26 mL) was added NaH (60%, 8.3 mg, 0.207 
mmol) at 0 °C. After stirring for 10 min at 0 °C, the reaction mixture was added dropwise bromide 1359 (32.5 
mg, 0.104 mmol) in DMF (0.26 mL). After stirring for 1.5 h at 0 °C, the reaction mixture was added to 
saturated aqueous NH4Cl (2 mL), extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, 
dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by preparative TLC 
(EtOAc/Hexane = 1/1) to give ether 49 (4.88 mg, 8.85 mol, 17%) as a colorless oil. 
49: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.6 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 6.91 (br s, 1H), 6.61 (br s, 1H), 6.33 (d, J = 2.0 
Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.78 (br s), 4.58 (br d, J = 4.4 Hz, 2H),  4.05 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.93 (s, 
3H), 3.74-3.63 (m, 6H), 3.56 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.33 (br q, J = 4.4 Hz, 2H), 2.49 (s, 3H), 1.45 (s, 9H); HRMS 




To a solution of ester 12 (194 mg, 0.563 mmol) in DMF (2.8 mL) was added imidazole (153 mg, 2.25 mmol), 
DMAP (6.9 mg, 0.0563 mmol), TBSCl (170 mg, 1.13 mmol) at room temperature. After stirring for 1 h at 
room temperature, the reaction mixture was added to H2O (5 mL), extracted with EtOAc. The combined 


















residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/30) to give TBS ether 50 
(239.9 mg, 0.523 mmol, 93%) as a colorless oil.  
50: IR (neat): 3439, 1732 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.42 (br s, 2H), 6.31 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 3.85 
(s, 3H), 2.24 (s, 3H), 2.22 (s, 3H), 1.66 (s, 6H), 0.94 (s, 9H), 0.17 (s, 6H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
168.6, 158.4, 153.9, 149.2, 138.3, 137.7, 135.8, 131.6, 121.0, 118.9, 113.9, 111.4, 105.8, 105.8, 51.8, 25.7, 




To a solution of TBS ether 50 (14.6 mg, 31.8μmol) in CCl4 (1.3 mL) was added NBS (6.8 mg, 38.2μmol), 
BPO (3.1 mg, 12.7μmol) at room temperature. After stirring for 6 h at reflux, the reaction mixture was 
filtered. The filtrate was concentrated under reduced pressure to give crude bromide 51 (20.7 mg) as a yellow 
oil. 
To a solution of alcohol 2559 (15.9 mg, 63.6μmol) in DMF (100μL) was added NaH (60%, 5.1 mg, 
127μmol) at 0 °C. After stirring for 5 min at 0 °C, the reaction mixture was added dropwise crude bromide 51 
(20.7 mg) in DMF (218μL). After stirring for 1 h at 0 °C, the reaction mixture was warmed to room 
temperature. After stirring for 1 h at room temperature, the reaction mixture was added to saturated aqueous 
NH4Cl, extracted with EtOAc. The combined organic layers were dried over MgSO4, and concentrated under 
reduced pressure. The residue was purified by preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/1) to give ether 52 (3.31 
mg, 5.59μmol, 18% for 2 steps) as a colorless oil.  
52: IR (neat): 3359, 1714, 1658 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 11.6 (s, 1H), 6.68 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 
6.40 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.05 (br s, 1H), 4.44 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.70-3.59 (m, 8H), 
3.53 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.31 (br q, J = 5.6 Hz, 2H), 2.50 (s, 3H), 1.67 (s, 6H), 1.44 (s, 9H); 13C-NMR (100 
MHz, CDCl3): δ 172.0, 165.1, 161.6, 156.0, 149.6, 143.5, 137.9, 136.2, 132.4, 119.6, 114.3, 112.0, 106.9, 
105.3, 101.9, 72.8, 70.6, 70.5, 70.2, 69.3, 51.9, 40.3, 28.4, 25.8, 24.3; HRMS (EI): calcd for C30H41O11N (M+): 















To a solution of alcohol 47 (33.3 mg, 50.2μmol) in CH2Cl2 (1.0 mL) was added MnO2 (43.6 mg, 502μmol) 
at room temperature. After being stirred at room temperature for 24 h, the reaction mixture was diluted with 
Et2O (20 mL), filtered through a pad of Celite®. The filtrate was concentrated under reduced pressure to give 
aldehyde 56 (30.2 mg, 45.7μmol, 91%) as a yellow oil.  
56: IR (neat): 1734, 1698 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 9.72 (s, 1H), 7.21 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.08 (d, 
J = 2.2 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 1.00 (s, 9H), 
0.95 (s, 9H), 0.93 (s, 9H), 0.29 (s, 6H), 0.19 (s, 6H), 0.14 (s, 6H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 190.2, 
168.5, 157.6, 154.1, 149.4, 148.5, 145.2, 138.6, 129.5, 121.6, 116.3, 115.2, 112.2, 106.4, 52.0, 26.0, 25.7, 25.4, 
19.8, 18.7, 18.6, 18.0, -3.8, -3.9, -4.5; HRMS (EI): calcd for C30H47O7Si3 (M+-tBu): 603.2630, found: 
603.2606. 
 
Methyl 4-(5-formyl-2,3-dihydroxyphenoxy)-2-hydroxy-6-methylbenzoate (57) 
To a solution of aldehyde 56 (60.5 mg, 91.6μmol) in THF (916μL) was added TBAF (1.0 M in THF, 
366μL, 366μmol) at 0 °C. After being stirred at room temperature for 30 min, the reaction mixture was added 
to saturated aqueous NH4Cl (2 mL), extracted with EtOAc. The combined organic layers were dried over 
MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 
chromatography (EtOAc/Hexane = 1/2 to 1/1 to MeOH/CHCl3 = 1/9) to give phenol 57 (27.3 mg, 85.8μmol, 
94%) as a white solid.  
57: mp. 195-196 °C; IR (neat): 3283, 1651 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.24 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 
6.36 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 2.44 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 
192.4, 172.8, 165.0, 163.2, 148.9, 146.1, 144.3, 143.8, 129.7, 117.4, 113.1, 112.6, 102.9, 52.4, 23.8; HRMS 



















To a solution of phenol 57 (15.4 mg, 48.4μmol) in MeOH (484μL) were added 
2,2′-(Ethylenedioxy)bis(ethylamine) (58) (21.5 mg, 145μmol), AcOH (22μL, 387μmol) and NaBH3CN (12.2 
mg, 194μmol) at room temperature. After being stirred at room temperature for 39 h, the reaction mixture was 
concentrated and purified by silica gel column chromatography (MeOH/CHCl3 = 0/1 to 1/9 to 1/4) to give 
TMG6 (19.7 mg, 43.7μmol, 90%) as a brown solid. 
TMG6: mp. 63-64 °C; IR (neat): 3023, 1651 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 6.70 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 
6.36 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.66 (br s, 1H), 3.61 (br s, 1H), 3.56 (t, J = 5.0 
Hz, 2H), 2.89 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.44 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 
173.0, 165.2, 164.0, 149.6, 143.9, 143.5, 139.7, 130.3, 113.8, 113.7, 112.6, 108.7, 102.6, 72.3, 71.2, 70.5, 58.3, 
53.7, 52.3, 41.7, 23.9, 18.4; HRMS (FAB): calcd for C22H31O8N2 (M++H): 451.2080, found: 451.2087. 
 
N-{2-[2-(2-Aminoethoxy)ethoxy]ethyl}-4-[bis(4-methoxyphenyl)phenylmethoxy]butyramide (59)  
To a solution of 2,2′-(Ethylenedioxy)bis(ethylamine) (58) (756 mg, 5.10 mmol) in DMF (10 mL) was added 
Et3N (1.4 mL, 10.2 mmol) and dropwise ester S161 (515 mg, 1.02 mmol) in DMF (2.8 mL) at room 
temperature. After stirring for 1.5 h at room temperature, the reaction mixture was added to EtOAc, washed 
with H2O. The combined organic layers were dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. 
The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/4 to 1/2 to MeOH/CHCl3 
= 1/9) to amine 59 (491 mg, 0.915mmol, 90%) as a yellow oil.  
59: IR (neat): 1649 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.41 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.34-7.17 (m, 7H), 6.81 (d, 
J = 8.8 Hz, 4H), 6.25 (br s, 1H), 3.78 (s, 6H), 3.59 (s, 4H), 3.50 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 3.40 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 
3.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.31 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.93 (Quintet, J = 6.7 Hz, 2H), 1.54 
(br s, 2H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 172.7, 158.3, 145.1, 136.4, 129.9, 128.1, 127.7, 126.6, 113.0, 85.8, 
73.3, 70.3, 70.1, 69.9, 62.5, 55.2, 41.7, 39.1, 33.8, 26.2; HRMS (EI): calcd for C31H40O6N2 (M+): 536.2886, 

































Preparation of TMG-immobilized beads 
 
 Commercially available Affi-Gel® 10 (15-20 μmol NHS/mL of gel; BIO-RAD) beads were washed twice 
with Milli-Q (volume of Milli-Q to volume of beads = 4:1) at room temperature. To the swelled beads (200 
μL) were added a solution of TMG compound (20 μmol) in coupling solution (1:1 dioxane/0.1 M aq. NaHCO3, 
300 μL) and MeOH (2 x 120 μL) at room temperature. The mixture was shaken at the same temperature for 2 
h. The resultant beads were washed with MeOH (5 x 900 μL). To the beads was added a 1 M solution of 
ethanolamine in Tris-HCl buffer (0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 1 mL), and the mixture was shaken for an another 1 
h. The beads were transferred into a spin column using Milli-Q (4 x 400 μL). The beads were washed 
successively with MeOH, DMSO, MeOH, and PBS buffer (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 9 mM NaHPO4, 1.5 
mM KH2PO4, pH 7.4, 3 x 400 μL each). The beads were suspended in PBS buffer containing 1 mM sodium 
azide, and stored at 4°C. The beads were washed with PBS prior to use. 
 
Preparation of DMTr group-immobilized beads 
 
Commercially available Affi-Gel® (15-20 μmol NHS/mL of gel; BIO-RAD) were washed with MQ (2 x 1 
mL). To swelled beads (50 L) were added a solution of DMTr linker 59 (2.7 mg, 5 mol) in 0.1 M aq. 
NaHCO3-dioxane (1:1 v/v, 100 L), MeOH (2 x 50 L). The mixture was shaken by using a CM-100 mixer 
(EYELA, Japan) for 2 h. The resultant beads were washed with MeOH (5 x 900 L). To the beads were added 
a 1 M solution of ethanolamine in Tris-HCl buffer (0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 1mL), and the mixture was 
shaken for an another 1h. The beads were washed with 0.1 M aq. NaHCO3-dioxane (1:1 v/v, 5 x 1 mL), then 
transferred into spin column using MQ (2 x 200 L). The beads were washed with H2O (3 x 400 L) to give 
DMTr group-immobilized beads. 
 
Quantitative analysis of the amount of introduced DMTr group on affinity beads 
 
The DMTr linker introduced beads were treated with 30% perchloric acid aqueous solution (7 x 200 L). To 
solution of perchloric acid was recovered and then the absorbamce at 498 nm was measured by a UV 
spectrometry (JASCO). Amount of introduced DMTr linker to beads was calculated from the absorbance and 
molar absorption coefficient for DMTr+. In order to confirm the reproducibility, all experiments were repeated 
3 times.  
Lambert-Beer law: A = LC (A: absorbance, : molar extinction coefficient, L: optical path length, C: 
concentration; 498 = 70000 /cm･M, C = 1 cm)  
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Expression and purification of His-tagged proteins 
 
BL21 (DE3) pLysS E. coli cells expressing each of the His-tagged proteins were grown in LB media (0.5% 
Bacto-Yeast Extract, 1% Bacto-Tryptone, 1% NaCl) containing 100 mg/L ampicillin with shaking at 37°C 
until the OD600 reached 0.2. The cells were then incubated with 0.1 mM IPTG for 4 h and harvested by 
centrifugation at 2,000 x g at 4°C for 5 min. After cell lysis by homogenization with a syringe and sonication, 
the insoluble material was removed by centrifugation at 22,000 x g at 4°C for 30 min, and the supernatant was 
collected as a cell lysate. Each His-tagged protein was purified on a Ni Sepharose 6 Fast Flow column (GE 
Healthcare) according to the manufacturer’s instructions. 
 
Detection of His-SGTA, His-GLO1, and His-SCP2 by using TMG beads.  
 
The TMG beads were incubated in binding buffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM 
EDTA, pH 7.6) containing His-SGTA (68 g), His-GLO1 (40 g), His-SCP2 (30 g), 0.1% Triton X-100 and 
a protease inhibitor mixture (Roche) (total 700 L) at 4°C for 4.5 h on a rotator. The reacted TMG beads were 
washed with binding buffer containing 0.1% Triton X-100 (7 x 1 mL) followed by binding buffer alone (3 x 1 
mL). Twenty L of the SDS sample buffer (125 mM Tris-HCl, 10% 2-mercaptoethanol, 4% SDS, 20% 
glycerol, 0.004% bromophenol blue, pH 6.8) was added to the washed beads and the bound proteins were 
eluted by boiling at 110°C for 5 min. The eluted proteins were separated by SDS-PAGE and visualized by 
CBB staining. In order to confirm the reproducibility, all experiments were repeated 3 times. 
 
Detection of endogenous SGTA, GLO1, and SCP2 using TMG beads 
 
 RAW264.7 cells were harvested and washed twice with PBS buffer (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 9 mM 
NaHPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4), then resuspended in binding buffer containing 0.1% Tween 20 and 
protease inhibitor mixture (Roche). The washed cells were homogenized with a syringe and sonicated. 
Insoluble materials were removed by centrifugation at 22,000 x g at 4°C for 30 min, and the supernatant was 
collected as cell lysate. After the cell lysate (4 mg total protein) was precleared by incubation with control 
beads (20 L) at 4°C for 1 h, it was incubated with TMG beads (20 L) at 4°C for 12.5 h. The reacted TMG 
beads were washed with binding buffer containing 0.1% Triton X-100 (7 x 1 mL) followed by binding buffer 
alone (3 x 1 mL). The bound proteins were eluted with SDS sample buffer, separated by SDS-PAGE, and 
transferred to PVDF membrane. After the membrane was treated with monoclonal primary antibodies against 
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SGTA (sc-100875, Lot# K1710; Santa Cruz Biotech Inc.) followed by a HRP-conjugated anti-mouse IgG 
polyclonal secondary antibody (Santa Cruz Biotech Inc.), or polyclonal primary antibodies against GLO1 
(sc-67351, Lot# G0208; Santa Cruz Biotech Inc.) followed by a HRP-conjugated anti-rabbit IgG polyclonal 
secondary antibody (Zymed) or polyclonal primary antibodies against SCP2 (sc-32835, Lot# D1510; Santa 
Cruz Biotech Inc.) followed by a HRP-conjugated anti-goat IgG polyclonal secondary antibody (Santa Cruz 
Biotech Inc.), the immune complexes were detected with SuperSignal® West Dura Extended Duration 
substrate (Thermo Scientific) according to the manufacturer’s instructions. In order to confirm the 
reproducibility, all experiments were repeated 3 times. 
 
In vitro GLO1-inhibition assay 
 
Kinetic measurements were carried out by using a Microplate Reader (BioTek Synergy Mx) to monitor the 
increase in absorbance at 240 nm originating from the formation of S-D-lactoylglutathione (240 = 3.37 
mM-1cm-1) at 30°C. After the reaction buffer (0.1 M sodium phosphate, 14.6 mM MgSO4, 1 mM glutathione, 8 
mM methylglyoxal, pH 7.0) was preincubated at 30°C for 5 min, the reaction was initiated by the addition of 
His-GLO1 (24 ng) with or without compound. In order to confirm the reproducibility, all experiments were 




Osteoclastogenesis suppression assay 
 
The osteoclastogenesis suppression assay was performed as described in the literature31. Briefly, mouse 
BMMs were treated with various concentrations of TMG compound in the presence of the RANKL and 
M-CSF for 72 h. Cells were fixed and stained for TRAP, and TRAP-positive multinucleated cells were 
counted. In order to confirm the reproducibility, all experiments were repeated 3 times. 
. 
 
Figure S1. Osteoclastogenesis suppression of M-GFN and TMG compounds 
 







To a mixture of NHS ester 6068 (451 mg, 1.13 mmol) and amine 1660 was added MeCN (11 mL) at room 
temperature. After being stirred at room temperature for 2 h, the reaction mixture was added to H2O, and 
extracted with Et2O. The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, and 
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(EtOAc/Hexane = 8/1 to 1/0) to give carbamate S2 (560 mg, 1.05 mmol, 93%) as a yellow amorphous solid.  
S2: IR (neat): 3305, 1683, 1661 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.19 (br s, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.29 (s, 
2H), 5.13 (br s,1H), 3.61 (br s, 6H), 3.56-3.51 (m, 4H), 3.27 (q, J = 5.3 Hz, 2H), 1.82 (s, 3H), 1.43 (s, 9H); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 171.0, 156.8, 155.2, 137.4, 130.5, 124.7, 122.0 (q, 1JCF = 274.4 Hz), 112.0, 
105.5, 80.1, 70.3, 70.1, 70.0, 69.3, 40.3, 39.7, 28.3, 28.2 (q, 2JCF = 40.1 Hz), 15.3; 19F-NMR (562 MHz, 




To a solution of carbamate S2 (89.4 mg, 0.168 mmol) in CH2Cl2 (3.4 mL) was added TFA (0.37 mL) at 0 °C. 
After being stirred at room temperature for 0.5 h, the reaction mixture was concentrated under reduced 
pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography (MeOH/CHCl3 = 1/30 to 1/20 to 
1/10) to give amine (71) (71.9 mg, 0.166 mmol, 99%) as a yellow amorphous solid.  
71: IR (neat): 3303, 1651 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 6.99 (s, 1H), 6.10 (s, 2H), 3.63 (br s, 4H), 
3.62 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.54 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.48 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 2.82 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 1.77 (s, 
3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 172.8, 158.9, 135.7, 130.9, 128.2, 123.6 (q, 1JCF = 273.3 Hz), 114.6, 
105.5, 71.9, 71.3, 71.2, 70.5, 41.6, 40.6, 29.4 (q, 2JCF = 39.7 Hz), 15.6; 19F-NMR (562 MHz, CD3OD): δ -64.4 






















5-Hydroxy-3-methyl-7-(2,2,2-trifluoro-1-methoxyethyl)-2H-chromen-2-one (73 = P5) 
A methanol solution (0.5 mL) of NHS ester 6068 (10.0 mg, 25.1 μmol) was irradiated at 302 nm and room 
temperature for 4 h. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified 
by preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/1) to give methyl ether 73 (6.06 mg, 21.0μmol, 65%) as a white 
solid. 
73: mp. 226-227 °C; IR (neat): 3353, 1688 cm-1; 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 8.00 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 
6.87 (s, 1H), 6.82 (s, 1H), 4.75 (q, 3JCF = 6.6 Hz, 1H), 3.43 (s, 3H), 2.17 (d, J = 1.2 Hz, 3H); 13C-NMR (150 
MHz, CD3OD): δ 164.1, 156.0, 155.4, 137.7, 136.0, 125.1 (q, 1JCF = 281.1 Hz), 124.8, 111.3, 110.2, 108.0, 
81.6 (q, 2JCF = 30.6 Hz), 58.6, 17.1; 19F-NMR (562 MHz, CD3OD): δ -75.5 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for 
C13H10O4F3 ([M-H]-): 287.0526, found: 287.0531. 
 
5-Hydroxy-3-methyl-7-(3-(trifluoromethyl)-3H-diazirin-3-yl)-2H-chromen-2-one (78) 
To a solution of aldehyde 6868 (898 mg, 3.65 mmol) in THF (3.7 mL) were added Et3N (1.1 mL) and  
methyl meldrum's acid74 (77) (1.27 g, 8.03 mmol) at room temperature. After being stirred at room 
temperature for 70 h, the reaction mixture was added to H2O, and concentrated under reduced pressure. The 
residue was added to H2O, and extracted with Et2O. The combined organic layers were washed with brine, 
then saturated aqueous NH4Cl, and brine again, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. 
The residue was recrystallized from CHCl3 to give diazirine 78 (787 mg, 2.77 mmol, 76%) as a yellow solid. 
78: mp. 230 °C (dec.); IR (neat): 3281, 1685 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.95 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 
6.55 (s, 1H), 6.54 (s, 1H), 2.16 (d, J = 1.0 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 163.4, 156.1, 155.6, 
135.1, 132.9 125.9, 123.3 (q, 1JCF = 273.6 Hz), 111.6, 108.2, 106.0, 29.5 (q, 2JCF = 29.5 Hz), 17.2; 19F-NMR 















5-Hydroxy-3-methyl-7-(2,2,2-trifluoro-1-(2-hydroxyphenyl)ethyl)-2H-chromen-2-one (74 = P11) and 
5-hydroxy-3-methyl-7-(2,2,2-trifluoro-1-(4-hydroxyphenyl)ethyl)-2H-chromen-2-one (79 = P12) and 
5-hydroxy-3-methyl-7-(2,2,2-trifluoro-1-phenoxyethyl)-2H-chromen-2-one (80 = P10)  
A phenolic solution (1.3 mL) of diazirine 78 (35.4 mg, 0.125 mmol) was stirred at 120 °C for 1 h under 
microwave condition (the highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 1 h; temperature: 120 °C). The 
reaction mixture was added to saturated aqueous NaHCO3, and extracted with CH2Cl2. The aqueous layer was 
acidified with 10% HCl to pH 6, and extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed with 
brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel 
column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/2) and preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/1) to give phenol 
74 (7.03 mg, 20.1 μmol, 16%) as a white solid and phenol 79 (6.08 mg, 17.4 μmol, 14%) as a white solid and 
phenyl ether 80 (2.44 mg, 6.97μmol, 6%) as a white solid.  
74: mp. 96-97 °C; IR (neat): 3242, 1684 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.94 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 7.41 
(d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.15 (ddd, J = 7.7 Hz, 7.7 Hz, 1.5 Hz, 1H), 6.87 (ddd, J = 7.6 Hz, 7.6 Hz, 1.2 Hz, 1H), 
6.84 (dd, J = 8.0 Hz, 1.2 Hz, 1H), 5.31 (q, 3JCF = 10.4 Hz, 1H), 2.14 (d, J = 0.8 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, 
CD3OD): δ 164.3, 156.4, 155.4, 155.3, 141.0, 136.1, 130.2, 129.6, 127.9 (q, 1JCF = 279.3 Hz), 124.0, 122.8, 
120.6, 116.4, 111.9, 109.8, 108.9, 48.2 (q, 2JCF = 28.1 Hz), 17.1; 19F-NMR (562 MHz, CD3OD): δ -64.5 (s, 
3F); HRMS (ESI): calcd for C18H14O4F3 ([M+H]+): 351.0839, found: 351.0837. 
79: mp. 100-101 °C; IR (neat): 3275, 1683 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.94 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 
7.41 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.15 (ddd, J = 7.7 Hz, 7.7 Hz, 1.5 Hz, 1H), 6.87 (ddd, J = 7.6 Hz, 7.6 Hz, 1.2 Hz, 
1H), 6.84 (dd, J = 8.0 Hz, 1.2 Hz, 1H), 6.80 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 5.31 (q, 3JCF = 10.4 Hz, 1H), 2.14 (d, J = 0.8 
Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 164.3, 156.4, 155.4, 155.3, 141.0, 136.1, 130.2, 129.6, 127.9 (q, 
1JCF = 279.3 Hz), 124.0, 122.8, 120.6, 116.4, 111.9, 109.8, 108.9, 48.2 (q, 2JCF = 28.1 Hz), 17.1; 19F-NMR 
(562 MHz, CD3OD): δ -64.5 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for C18H14O4F3 ([M+H]+): 351.0839, found: 
351.0837. 
80: mp. 203-204 °C; IR (neat): 3261, 1705, 1682 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.95 (d, J = 1.0 Hz, 
1H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.83 (s, 1H), 6.78 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.77 (s, 1H), 4.80 (q, 3JCF = 10.1 Hz, 1H), 
2.14 (d, J = 1.0 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 164.3, 158.6, 155.7, 155.5, 141.2, 136.1, 131.4, 
127.7 (q, 1JCF = 279.4 Hz), 127.0, 124.2, 116.5, 111.5, 109.9, 108.7, 55.3 (q, 2JCF = 28.3 Hz), 17.1; 19F-NMR 





















A Et2NH solution (0.5 mL) of NHS ester 6068 (10.0 mg, 25.1 μmol) was irradiated at 302 nm and room 
temperature for 5 h. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified 
by preparative TLC (EtOAc/Hexane = 2/1) to give amine 75 (3.03 mg, 9.20μmol, 34%) as a white solid. 
75: mp. 163-164 °C; IR (neat): 3336, 1692 cm-1; 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 7.98 (s, 1H), 6.83 (s, 1H), 
6.83 (s, 1H), 4.48 (q, 3JCF = 8.8 Hz, 1H), 2.80 (dq, J = 13.7 Hz, J = 6.9 Hz, 2H), 2.56 (dq, J = 13.7 Hz, J = 6.9 
Hz, 2H), 2.17 (s, 3H), 1.07 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 164.3, 155.7, 155.3, 138.7, 
136.1, 124.3, 111.7, 110.3, 108.7, 66.2, (q, 2JCF = 27.3 Hz), 45.9, 17.1, 14.0, the signal of CF3 was not 
observed due to low intensity; 19F-NMR (562 MHz, CD3OD): δ -66.8 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for 
C16H17O3NF3 ([M-H]-): 328.1155, found: 328.1166. 
 
7-(1-(Dodecylthio)-2,2,2-trifluoroethyl)-5-hydroxy-3-methyl-2H-chromen-2-one (76 = P16) 
A 1-dodecanethiol solution (1.4 mL) of diazirine 78 (20.0 mg, 70.4 μmol) was irradiated at 365 nm and room 
temperature for 3 h. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified 
by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/4) and preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/2). The 
residue was recrystallized from EtOAc to give sulfide 76 (1.80 mg, 3.93 mmol, 6%) as a white solid. 
76: mp. 129-130 °C; IR (neat): 3085, 1670 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.85 (s, 1H), 6.91 (s, 1H), 
6.75 (s, 1H), 5.79 (br s, 1H), 4.20 (q, 3JCF = 8.1 Hz, 1H), 2.61 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.23 (s, 3H), 1.63-1.51 (m, 
6H), 1.36-1.17 (m, 16H), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 162.1, 154.1, 152.0, 136.9, 
133.7, 125.5 (q, 1JCF = 279.3 Hz), 124.8, 109.9, 109.9, 109.6, 52.1 (q, 2JCF = 30.3 Hz), 32.9, 31.9, 29.7, 29.6, 
29.6, 29.4, 29.3, 29.1, 28.9, 28.6, 22.7, 17.3, 14.1; 19F-NMR (562 MHz, CD3OD): δ -66.9 (s, 3); HRMS (ESI): 















To a mixture of diazirine 78 (60.0 mg, 0.211 mmol) and cyclohexanol (211 mg, 2.11 mmol) was added 
CH2Cl2 (11 mL) at room temperature. After being stirred at 120 °C for 2 h under microwave conditions 
(highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 2 h; temperature: 120 °C), the reaction mixture was 
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography 
(EtOAc/CH2Cl2 = 1/50 to 1/20) and preparative TLC (EtOAc/CH2Cl2 = 1/10) to give ether P1 (3.62 mg, 10.2 
μmol, 5%) as a white solid.  
P1: mp. 169-170 °C; IR (neat): 3407, 1685 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.90 (s, 1H), 6.98 (s, 1H), 
6.85 (s, 1H), 6.15 (br s, 1H), 4.70 (q, 3JCF = 6.5 Hz, 1H), 3.41 (tt, J = 9.0 Hz, J = 4.2 Hz, 1H), 2.23 (d, J = 0.8 
Hz, 3H), 1.98-1.89 (m, 1H), 1.79-1.71 (m, 2H), 1.70-1.60 (m, 2H), 1.53-1.41 (m, 2H), 1.38-1.33 (m, 1H), 
1.24-1.16 (m, 2H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 162.3, 154.1, 152.0, 137.5, 133.9, 124.6, 123.6 (q, 1JCF = 
281.5 Hz), 109.9, 109.0, 108.9, 78.3, 76.1 (q, 2JCF = 29.5 Hz), 32.7, 31.2, 25.4, 23.7, 23.6, 17.2; 19F-NMR 
(562 MHz, CDCl3): δ -76.6 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for C18H18O4F3 ([M-H]-): 355.1152, found: 355.1155. 
 
5-Hydroxy-3-methyl-7-(2,2,2-trifluoro-1-hydroxyethyl)-2H-chromen-2-one (P2) 
A H2O/MeOH solution (1.5 mL/0.15 mL) of NHS ester 6068 (30.0 mg, 75.2 μmol) was irradiated at 302 nm 
and room temperature for 5 h. The reaction mixture was extracted with EtOAc. The combined organic layers 
were washed with brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was 
purified by preparative TLC (EtOAc/Hexane = 4/1) to give alcohol P2 (3.54 mg, 12.9μmol, 17%) as a yellow 
solid. 
P2: mp. 61-62 °C; IR (neat): 3389, 1693 cm-1; 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 7.99 (s, 1H), 6.91 (s, 1H), 
6.88 (s, 1H), 5.02 (q, 3JCF = 7.0 Hz, 1H), 2.17 (s, 3H); 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 164.2, 155.5, 155.3, 
140.7, 136.1, 126.0 (q, 1JCF = 281.6 Hz), 124.5, 110.8, 109.9, 107.3, 72.6 (q, 2JCF = 31.5 Hz), 17.1; 19F-NMR 















A CD3OD solution (0.5 mL) of NHS ester 6068 (20.0 mg, 50.1 μmol) was irradiated at 302 nm and room 
temperature for 10 h. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified 
by preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/1) to give ether P6 (6.90 mg, 23.6μmol, 47%) as a white solid. 
P6: mp. 227-228 °C; IR (neat): 3361, 1687 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.99 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 
6.87 (s, 1H), 6.83 (s, 1H), 2.17 (d, J = 1.6 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD): δ 164.1, 155.8, 155.4, 
137.8, 135.9, 125.2 (q, 1JCF = 280.1 Hz), 124.9, 111.3, 110.2, 108.1, 17.1, the signal of D-C-OCD3 was not 
observed due to low intensity; 19F-NMR (562 MHz, CD3OD): δ -75.8 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for 
C13H6D4O4F3 ([M-H]-): 291.0777, found: 291.0777. 
 
2,2,2-Trifluoro-1-(5-hydroxy-3-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-yl)ethyl octanoate (P8) 
To a mixture of diazirine 78 (20.0 mg, 70.4 μmol) and octanoic acid (102 mg, 0.704 mmol) was added 
CH2Cl2 (3.5 mL) at room temperature. After being stirred at 120 °C for 2 h under microwave conditions 
(highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 2 h; temperature: 120 °C), the reaction mixture was 
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by preparative TLC (EtOAc/CH2Cl2 = 1/10) 
and GPC to give ester P8 (4.0 mg, 9.99 μmol, 14%) as a white solid.  
P8: mp. 141-142 °C; IR (neat): 3095, 1761, 1670 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.87 (s, 1H), 7.01 (s, 
1H), 6.75 (s, 1H), 6.07 (q, 3JCF = 6.7 Hz, 1H), 6.02 (br s, 1H), 2.53-2.40 (m, 2H), 2.23 (d, J = 1.2 Hz, 3H), 
1.66 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.30-1.25 (m, 8H), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 171.6, 
162.0, 154.2, 152.0, 134.1, 133.5, 125.2, 122.8 (q, 1JCF = 280.2 Hz), 110.3, 109.3, 108.5, 71.0 (q, 2JCF = 33.3 
Hz), 33.9, 31.6, 28.9, 28.8, 24.7, 22.5, 17.3, 14.0; 19F-NMR (562 MHz, CDCl3): δ -75.7 (s, 3F); HRMS (ESI): 
















To a mixture of diazirine 78 (40.0 mg, 0.141 mmol) and 2-adamantanol (215 mg, 1.41 mmol) was added 
CH2Cl2 (7.1 mL) at room temperature. After being stirred at 120 °C for 2 h under microwave conditions 
(highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 2 h; temperature: 120 °C), the reaction mixture was 
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/ 
CH2Cl2 = 1/50 to 1/20) and preparative TLC (EtOAc/CH2Cl2 = 1/10) and GPC to give ether P9 (3.08 mg, 7.54 
μmol, 5%) as a white solid. 
P9: mp. 226-227 °C; IR (neat): 3370, 1687 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.88 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 
6.82 (s, 1H), 5.95 (br s, 1H), 4.71 (q, 3JCF = 6.5 Hz, 1H), 3.55 (br s, 1H), 2.23 (d, J = 1.6 Hz, 3H), 2.18-2.01 
(m, 3H), 1.92-1.77 (m, 4H), 1.71 (br s, 2H), 1.63-1.57 (m, 4H), 1.47-1.44 (m, 1H); 13C-NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 162.2, 154.1, 151.9, 137.4, 133.8, 124.7, 109.9, 109.1, 109.0, 82.3, 76.2 (q, 2JCF = 31.4 Hz), 37.3, 
36.4, 36.2, 32.8, 31.4, 31.2, 30.9, 27.2, 27.1, 17.3, signal of CF3 was not observed due to low intensity; 




A p-methoxytoluene solution (0.97 mL) of diazirine 78 (13.8 mg, 48.6 μmol) was stirred at 150 °C for 30 
min under microwave conditions (highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 30 min; temperature: 
150 °C). The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/20 to 1/10 to 1/1) 
and preparative TLC (EtOAc/CH2Cl2 = 1/10) and GPC to give ether P13 (2.32 mg, 6.13 μmol, 13%) as a 
white solid.  
P13: mp. 163-164 °C; IR (neat): 3299, 1687 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.81 (s, 1H), 6.88 (d, J = 
8.8 Hz, 2H), 6.76 (s, 1H), 6.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.49 (s, 1H), 5.80 (br s, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.50-3.38 (m, 
1H), 3.31 (dd, J = 13.8 Hz, J = 3.4 Hz, 1H), 2.98 (dd, J = 13.8 Hz, J = 11.4 Hz, 1H), 2.20 (d, J = 0.8 Hz, 3H); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 162.2, 158.3, 154.1, 151.7, 137.6, 133.7, 129.8, 128.7, 126.3 (q, 1JCF = 280.2 













CDCl3): δ -69.2 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for C20H16O4F3 ([M-H]-): 377.0995, found: 377.1002. 
 
7-(3,4-Dimethoxy-1-(trifluoromethyl)cyclohepta-2,4,6-trien-1-yl)-5-hydroxy-3-methyl-2H- 
chromen-2-one (P14) and 7-(3,4-dimethoxy-7-(trifluoromethyl)bicyclo[4.1.0]hepta-2,4-dien-7- 
yl)-5-hydroxy-3-methyl-2H-chromen-2-one (P15) 
A 1,2-dimethoxybenzene solution (0.94 mL) of diazirine 78 (13.4 mg, 47.2 μmol) was stirred at 150 °C for 
30 min under microwave conditions (highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 30 min; temperature: 
150 °C). The residue was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/Hexane = 1/20 to 1/10 to 1/1 
to 1/0) and preparative TLC (EtOAc/CH2Cl2 = 1/10) and GPC to give ether P14 (2.36 mg, 5.98 μmol, 13%) as 
a white solid and ether P15 (3.18 mg, 8.06 μmol, 17%) as a white solid.  
P14: mp. 218-220 °C; IR (neat): 3418, 1682 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.79 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 
6.65 (s, 1H), 6.29 (dd, J = 10.2 Hz, J = 6.6 Hz, 1H), 5.97 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 5.54 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 5.51 
(br s, 1H), 5.26 (s, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 2.18 (d, J = 1.2 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
162.3, 155.2, 153.0, 152.4, 150.1, 140.8, 133.7, 125.3, 124.2, 123.7, 111.0, 110.4, 108.9, 105.2, 100.1, 56.2, 
55.3, 17.2, signals of CF3 and C=CH-C-CH=C were not observed due to low intensity; 19F-NMR (562 MHz, 
CDCl3): δ -74.8 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for C20H16O5F3 ([M-H]-): 393.0944, found: 393.0950. 
P15: mp. 114-115 °C; IR (neat): 3369, 1686 cm-1; 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): δ 7.80 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 
6.55 (s, 1H), 5.56 (br s, 1H), 5.13 (dd, J = 3.6 Hz, J = 3.6 Hz, 2H), 3.50 (s, 6H), 2.93 (dd, J = 3.6 Hz, J = 3.6 
Hz, 2H), 2.20 (s, 3H); 13C-NMR (150 MHz, CDCl3): δ 162.3, 153.3, 150.8, 150.1, 133.8, 133.0, 124.4, 115.6, 
115.3, 109.2, 95.1, 55.5, 29.7, 17.3, signals of CF3 and HC-C-CH were not observed due to low intensity; 























mmol) was added CH2Cl2 (3.5 mL) at room temperature. After being stirred at 120 °C for 2 h under 
microwave conditions (the highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 2 h; temperature: 120 °C), the 
reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was added to EtOAc, washed with 1M 
HCl and brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/1) to give amine P17 (2.30 mg, 5.65μmol, 8%) as a white solid 
P17: mp. 223-224 °C; IR (neat): 3383, 1688 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.86 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 
6.97 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 4.31 (q, 3JCF = 7.9 Hz, 1H), 2.22 (d, J = 1.2 Hz, 3H), 2.02 (br s, 1H), 1.67-1.45 (m, 
15H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ 162.3, 154.1, 152.0, 141.7, 133.9, 124.3, 109.4, 109.4, 109.0, 56.9 (q, 
2JCF = 29.2 Hz), 51.8, 43.4, 36.3, 29.6, 17.3 signal of CF3 was not observed due to low intensity; 19F-NMR 
(562 MHz, CDCl3): δ -74.2 (s, 3F); HRMS (ESI): calcd for C22H23O3NF3 ([M-H]-): 406.1625, found: 
406.1632. 
 
Methyl (2,2,2-trifluoro-1-(5-hydroxy-3-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-yl)ethyl)-L-phenylalaninate (P18) 
To a mixture of diazirine 78 (20.0 mg, 70.4 μmol) and methyl L-phenylalaninate hydrochloride (152 mg, 
0.704 mmol) was added CH2Cl2 (3.5 mL) at room temperature. After being stirred at 120 °C for 2 h under 
microwave conditions (highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 2 h; temperature: 120 °C), the 
reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was added to EtOAc, washed with 1M 
HCl and brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/2) and preparative TLC (EtOAc/Hexane = 1/1) to give amine P18 (2.60 
mg, 5.97μmol, 9%) as a white solid. 
P18: mp. 53-54 °C; IR (neat): 3364, 1723, 1714, 1692 cm-1; 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 7.97 (s, 1H), 
7.27-7.17 (m, 4H), 7.10 (br d, J = 1.8 Hz, 1/2H), 7.09 (br d, J = 1.2 Hz, 1/2H), 6.81 (s, 1/2H), 6.72 (s, 1/2H), 
6.66 (s, 1/2H), 6.59 (s, 1/2H), 4.26 (q, 3JCF = 7.0 Hz, 1/2H), 4.20 (q, 3JCF = 7.4 Hz, 1/2H), 3.65 (s, 3/2H), 3.62 
(dd, J = 11.3 Hz, J = 5.4 Hz, 1H), 3.44 (s, 3/2H), 3.00-2.96 (m, 3/2H), 2.87 (dd, J = 13.7 Hz, J = 7.2 Hz, 1/2H), 
2.16 (s, 3/2H), 2.16 (d, J = 1.2 Hz, 3/2H); 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 175.6, 175.3, 164.1, 164.1, 155.6, 
155.5, 155.4 (overlapped), 139.6, 138.5, 138.3 (overlapped), 135.9 (overlapped), 130.4, 130.3, 129.4, 129.4, 
128.0, 127.8, 126.3 (q, 1JCF = 281.1 Hz) (overlapped), 124.7, 124.7, 111.5 (overlapped), 111.1, 110.8, 108.7, 
108.5, 64.2 (q, 2JCF = 30.2 Hz), 63.8 (q, 2JCF = 30.2 Hz), 62.8, 60.9, 52.4, 52.1, 40.4, 40.3, 17.1 (overlapped); 
19F-NMR (562 MHz, CDCl3): δ -73.6 (s, 3/2F), -74.9 (s, 3/2F); HRMS (ESI): calcd for C22H19O5NF3 ([M-H]-): 










Diethyl (2,2,2-trifluoro-1-(5-hydroxy-3-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-yl)ethyl)-L-glutamate (P19) 
To a mixture of diazirine 78 (20.0 mg, 70.4 μmol) and diethyl L-glutamate hydrochloride (169 mg, 0.704 
mmol) was added CH2Cl2 (3.5 mL) at room temperature. After being stirred at 120 °C for 2 h under 
microwave conditions (highest power: 300W; run time: 30 min; hold time: 2 h; temperature: 120 °C), the 
reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was added to EtOAc, washed with 1M 
HCl and brine, dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
preparative TLC (EtOAc/Hexane = 3/2) and GPC to give amine P19 (4.27 mg, 9.29μmol, 13%) as a yellow 
oil. 
P19: IR (neat): 3333, 1731, 1690 cm-1; 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 7.98 (s, 1/2H), 7.98 (s, 1/2H), 6.87 (s, 
1/2H), 6.86 (s, 1/2H), 6.80 (s, 1/2H), 6.76 (s, 1/2H), 4.31 (q, 3JCF = 7.0 Hz, 1/2H), 4.24 (q, 3JCF = 7.6 Hz, 1/2H), 
4.16 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 4.13 (q, J = 7.0 Hz, 1H), 4.06 (q, J = 7.2 Hz, 1/2H), 4.05 (q, J = 7.4 Hz, 1/2H), 3.96 
(q, J = 7.2 Hz, 1/2H), 3.96 (q, J = 7.2 Hz, 1/2H), 3.42 (dd, J = 9.0 Hz, J = 4.8 Hz, 1/2H), 3.09 (dd, J = 9.6 Hz, 
J = 4.8 Hz, 1/2H), 2.55-2.41 (m, 2H), 2.17 (s, 3/2H), 2.16 (s, 3/2H), 2.01-1.95 (m, 1H), 1.87-1.80 (m, 1H), 
1.25 (t, J = 7.2 Hz, 3/2H), 1.24 (t, J = 6.9 Hz, 3/2H), 1.20 (t, J = 7.2 Hz, 3/2H), 1.12 (t, J = 7.2 Hz, 3/2H); 
13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 175.6, 175.2, 175.0, 174.8, 164.1, 164.1, 155.7, 155.7, 155.5, 155.4, 139.9, 
138.3, 135.9, 135.9, 126.3 (q, 1JCF = 281.1 Hz) (overlapped), 124.8, 124.6, 111.6, 111.2, 110.8 (overlapped), 
109.0, 108.4, 64.5 (q, 2JCF = 31.0 Hz), 63.8 (q, 2JCF = 28.7 Hz), 62.2, 62.1, 61.6, 61.6, 61.0, 58.3, 31.4, 31.3, 
29.2, 29.1, 17.1, 17.1, 14.5, 14.5, 14.4, 14.3; 19F-NMR (562 MHz, CD3OD): δ -72.9 (s, 3/2F), -73.5 (s, 3/2F); 












Preparation of cyclosporine A (CsA) immobilized beads 
 
Commercially available NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow (16-23 μmol NHS/mL of gel; GE Healthcare 
Life Sciences; 150 μL) beads were washed with 1mM HCl (5 x 1 mL) and DMF (2 x 1 mL) at room 
temperature. To the swelled beads (100 μL) was added a solution of amine 71 (11.5 μmol) in DMF (200 μL) at 
room temperature. The mixture was shaken at the same temperature for 1 h. The resultant beads were washed 
with MeOH (5 x 900 μL). To the beads was added a 1 M solution of ethanolamine in Tris-HCl buffer (0.1 M 
Tris-HCl, pH 8.0, 1 mL), and the mixture was shaken for an additional 1 h. The resultant beads were washed 
with Tris-HCl buffer (0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 5 x 1 mL). The beads were transferred into a spin column using 
Milli-Q (4 x 400 μL), and washed with MeOH (2 x 400 μL).  
The resultant 3rd generation beads (100 μL) was transferred to glass sample vial. Solution of CsA (2.3 μmol 
in MeOH 200 μL) was added to vial, and the mixture was concentrated using rotary evaporator. The beads 
were suspended in 2-propanol (200 μL), residual water absorbed on the beads was removed azeotropically 
using a rotary evaporator, and the beads were dried in vacuo for 1 h. The beads were then irradiated at 365 nm 
(4 J/cm2, 15 min). The beads were transferred into a spin column using MeOH , Milli-Q and MeOH (3 x 400 
μL each). The beads were washed successively with MeOH, DMSO, MeOH, and PBS buffer (137 mM, NaCl, 
3 mM KCl, 9 mM NaHPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4; 3 x 400 μL each). The beads were suspended in PBS 
buffer containing 1mM sodium azide, and stored at 4 °C. The beads were washed with PBS prior to use. 
 
Detrection of CsA binding protetin from the Jurkat cell lysate 
 
Jurkat cells were harvested and washed twice with PBS buffer, then resuspended in lysis buffer (50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, pH 7.5; 400 μL) containing a protease inhibitor mixture 
(Roche). The cells were homogenized with syringe and sonicated. Insoluble materials were removed by 
centrifugation at 22000 x g at 4 °C for 30 min, and the supernatant was collected as cell lysate. The total 
protein concentration of the lysate was dermined to be 30.7 mg/mL by Bradford method. 
The lysate (protein concentration: 6.0 mg/mL) in lysis buffer (500 μL) was incubated with CsA immobilized 
beads (20 μL) at 4 °C for 12 h. The reacted beads were washed with lysis buffer containing 0.3% Triton X-100 
(5 x 400 μL) followed by lysis buffer alone (400 μL). Twenty microliters of the SDS sample buffer (125 mM 
Tris-HCl, 10% 2-mercaptoethanol, 4% SDS, 20% glycerol, 0.004% bromophenol blue, pH 6.8) were added to 
the washed beads and the bound proteins were eluted by boiling at 100 °C for 5 min. The eluted proteins were 




Coumarin formation and UV detection 
 
CsA immobilized beads (20 μL) were washed with MeOH (3 x 400 μL). The washed beads were added 
MeOH (50 μL), irradiated at 302 nm (20 J/cm2, 1 h) and the supernatant was collected as sample solution. The 
eluted coumarin mixture in sample solution was determined by a UV spectrum. CsA immobilized 1st 
generation beads were used as control. 
 
Confirmation of the sensitivity of the CyOH immobilized beads against UV 
 
Commercially available NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow (16-23 μmol NHS/mL of gel; GE Healthcare 
Life Sciences; 1.8 mL) beads were washed with 1mM HCl (5 x 2 mL) and DMF (2 x 2 mL) at room 
temperature. To the swelled beads (700 μL) was added a solution of amine 71 (80.5 μmol) in DMF (1.4 mL) at 
room temperature. The mixture was shaken at the same temperature for 1 h. The resultant beads were washed 
with MeOH (5 x 2 mL). To the beads was added a 1 M solution of ethanolamine in Tris-HCl buffer (3.5 mL), 
and the mixture was shaken for an another 1 h. The resultant beads were washed with Tris-HCl buffer (5 x 2 
mL). The washed beads (100 μL) were transferred into a spin column using Milli-Q (4 x 400 μL). The 
resultant 3rd generation beads were washed with Milli-Q (2 x 400 μL) and MeOH (2 x 400 μL). The washed 
beads were transferred to a glass sample vial. Solution of CyOH (23 μmol in MeOH 200 μL) was added to 
vial, and the mixture was concentrated using rotary evaporator, and the beads were dried in vacuo for 1 h. The 
beads was irradiated at 365 nm (4 J/cm2, 15 min). The beads were transferred into a spin column using MeOH 
(1 mL). The filtrate was collected as sample solution A. The sample solution A was determined by a UV-vis 
spectrum. The beads remaining in the vial were transferred into a spin column completely using Milli-Q and 
MeOH (3 x 400 μL each). The beads were washed successively with MeOH, DMSO, MeOH, and PBS buffer 
(3 x 400 μL each). The beads were suspended in PBS buffer containing 1mM sodium azide, and stored at 4 °C. 
The beads were washed with CD3OD (3 x 250 μL) prior to use. The CyOH immobilized beads (100 μL) were 
transferred into a glass sample vial using CD3OD (4 x 125 μL). The beads were irradiated at 302 nm (20 J/cm2, 
1 h). The supernatant was collected as sample solution B (1 mL; using MeOH). The sample solution B was 




Figure S2. (a) UV-vis spectrum derived from sample solution B (after UV irradiation at 302 nm) (b) 




Commercially available NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow  (16-23 μmol NHS/mL of gel; GE 
Healthcare Life Sciences; 1.8 mL) beads were washed with 1mM HCl (5 x 2 mL) and DMF (2 x 2 mL) at 
room temperature. To the swelled beads (700 μL) was added a solution of amine 71 (80.5 μmol) in DMF (1.4 
mL) at room temperature. The mixture was shaken at the same temperature for 1 h. The resultant beads were 
washed with MeOH (5 x 2 mL). To the beads was added a 1 M solution of ethanolamine in Tris-HCl buffer 
(3.5 mL), and the mixture was shaken for an another 1 h. The resultant beads were washed with Tris-HCl 
buffer (5 x 2 mL). The washed beads (100 μL) were transferred into a spin column using Milli-Q (4 x 400 μL). 
The resultant 3rd generation beads were washed with Milli-Q (2 x 400 μL) and MeOH (2 x 400 μL). The 
washed beads were transferred to a glass sample vial. Solution of small molecule (23 μmol in MeOH 200 μL) 
was added to vial, and the mixture was concentrated using rotary evaporator, and the beads were dried in 
vacuo for 1 h. The beads was irradiated at 365 nm (4 J/cm2, 15 min). The beads were transferred into a spin 
column using MeOH , Milli-Q and MeOH (3 x 400 μL each). The beads were washed successively with 
MeOH, DMSO, MeOH, and PBS buffer (3 x 400 μL each). The beads were suspended in PBS buffer 
containing 1mM sodium azide, and stored at 4 °C. The beads were washed with CD3OD (3 x 250 μL) prior to 
use. The small molecule immobilized beads (100 μL) were transferred into a glass sample vial using CD3OD 
(4 x 125 μL). The beads were irradiated at 302 nm (20 J/cm2, 1 h). The supernatant was collected as sample 
solution (1 mL; using MeOH). The eluted coumarin mixture in sample solution was analysed by mass 
spectrometer using the following conditions (Method A or Method B or Method C or Method D). In order to 
confirm the reproducibility, all experiments were repeated 3 times. 
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Method A  
Injection volume: 10 μL, Flow rate: 400 μL/min, Solvent A: 0.05% HCO2H in CH3CN, Solvent B: 0.05% 
HCO2H in Milli-Q, Gradient: 50-100% A/0-15 min, 100% A/15-25 min, 50% A/25-35 min, Ionization mode: 
ESI+ 
Method B 
Injection volume: 10 μL, Flow rate: 400 μL/min, Solvent A: 0.05% HCO2H in CH3CN, Solvent B: 0.05% 
HCO2H in Milli-Q, Gradient: 50-100% A/0-20 min, 100% A/20-30 min, 50% A/30-40 min, Ionization mode: 
ESI+ 
Method C  
Injection volume: 10 μL, Flow rate: 400 μL/min, Solvent A: 0.05% HCO2H in CH3CN, Solvent B: 0.05% 
HCO2H in Milli-Q, Gradient: 50-100% A/0-20 min, 100% A/20-40 min, 50% A/40-50 min, Ionization mode: 
ESI+ 
Method D  
Injection volume: 10 μL, Flow rate: 400 μL/min, Solvent A: 0.05% HCO2H in CH3CN, Solvent B: 0.05% 





Figure S3. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from CyOH beads. (b) LC/UV chromatogram of CyOH 
adduct P1. For chromatographic conditions, see Method D; λabs = 298 nm.  
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Figure S4. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from control beads. (b) LC/UV chromatogram of H2O 




Figure S5. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from control beads. (b) LC/UV chromatogram of MeOH 





Figure S6. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from control beads. (b) LC/UV chromatogram of CD3OD 






Figure S7. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from p-methoxytoluene beads. (b) LC/UV chromatogram of 





Figure S8. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 2-adamantanol beads. (b) LC/UV chromatogram of 




Figure S9. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from PhOH beads. (b) LC/UV chromatogram of PhOH 




Figure S10. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from PhOH beads. (b) LC/UV chromatogram of PhOH 





Figure S11. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from PhOH beads. (b) LC/UV chromatogram of PhOH 





Figure S12. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from p-methoxytoluene beads. (b) LC/UV chromatogram of 






Figure S13. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 1,2-dimethoxybenzene beads. (b) LC/UV 





Figure S14. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 1,2-dimethoxybenzene beads. (b) LC/UV 





Figure S15. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 1-dodecanethiol beads. (b) LC/UV chromatogram of 






Figure S16. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 1-adamantanamine beads. (b) LC/UV chromatogram 






Figure S17. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from methyl L-phenylalaninate beads. (b) LC/UV 





Figure S18. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from diethyl L-glutamate beads. (b) LC/UV chromatogram 






Figure S19. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from CyOH beads. (b) extracted-ion chromatogram (XIC) 





Figure S20. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from control beads. (b) XIC of a sample solution derived 






Figure S21. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from octanoic acid beads. (b) XIC of a sample solution 






Figure S22. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 2-adamantanol beads. (b) XIC of a sample solution 






Figure S23. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from PhOH beads. (b) XIC of a sample solution derived 






Figure S24. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from p-methoxytoluene beads. (b) XIC of a sample solution 






Figure S25. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 1,2-dimethoxybenzene beads. (b) XIC of a sample 






Figure S26. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 1-dodecanethiol beads. (b) XIC of a sample solution 






Figure S27. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from 1-adamantanamine beads. (b) XIC of a sample 






Figure S28. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from methyl L-phenylalaninate beads. (b) XIC of a sample 






Figure S29. (a) LC/UV chromatogram of a sample solution derived from diethyl L-glutamate beads. (b) XIC of a sample 
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